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ĂŶĚƚƌĂŶƐĚƵĐĞĂĚŝǀĞƌƐĞĂƌƌĂǇŽĨĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚĂůƐƟŵƵůŝ͘WĞƌƚƵƌďĂƟŽŶŽĨƌĞĂĐƟǀĞŽǆǇŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐ;ZK^Ϳ
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ĚǇŶĂŵŝĐƐŽĨĞĂƌůǇZK^ͲŵĞĚŝĂƚĞĚĐĞůůƵůĂƌƌĞƐƉŽŶƐĞƐďǇƵƐŝŶŐcat2-2 plants as a non-invasive model system 
ĨŽƌŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞŵŽĚƵůĂƟŽŶ͘hƉŽŶĞǆƉŽƐƵƌĞƚŽƉŚŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƚŽƌǇŝŶĚƵĐŝŶŐĐŽŶĚŝƟŽŶƐƐƵĐŚĂƐŚŝŐŚ
ůŝŐŚƚĂŶĚŵŽĚĞƌĂƚĞKϮĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶƐ͕ƚŚĞĐŽŶƐĞƋƵĞŶĐĞƐŽĨĂĐĐƵŵƵůĂƚĞĚŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞůĞǀĞůƐĐĂŶ
ďĞƐƚƵĚŝĞĚ͘WĂƌƚŽĨƚŚĞƐĞĐŽŶƐĞƋƵĞŶĐĞƐŝƐĚĞƐĐƌŝďĞĚŝŶĐŚĂƉƚĞƌϮ͕ŝŶƚƌŽĚƵĐŝŶŐƚŚĞZK^ͲƐĞŶƐŝƟǀĞƉƌŽƚĞŽŵĞ͕
ǁŚŝůĞĐŚĂƉƚĞƌϯĚĞƉŝĐƚƐƚŚĞĂŝŵƐŽĨƚŚŝƐƚŚĞƐŝƐ͘
ŚĂƉƚĞƌϰĚĞƐĐƌŝďĞƐŚŽǁǁĞĐƌĞĂƚĞĚŝŶƐŝŐŚƚƐŝŶƚŽƚŚĞĐŽŵƉůĞǆĚǇŶĂŵŝĐŝŶƚĞƌƉůĂǇŽĨƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůĂŶĚ
ƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůƌĞŐƵůĂƟŽŶƐƚŚĂƚƐŚĂƉĞƚŚĞŵŽůĞĐƵůĂƌůĂŶĚƐĐĂƉĞĂŶĚŝŵƉĂĐƚŽǀĞƌĂůůƉƌŽƚĞŝŶůĞǀĞůƐŝŶƐƚƌĞƐƐĞĚ
ƉůĂŶƚƐ͘dŚĞĚǇŶĂŵŝĐƐŽĨZK^ͲƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞƉƌŽƚĞŝŶƐǁĂƐƐƚƵĚŝĞĚďǇƐĂŵƉůŝŶŐǁŝůĚͲƚǇƉĞĂŶĚcat2-2 plants 
ĂƚŵƵůƟƉůĞƟŵĞƉŽŝŶƚƐĚƵƌŝŶŐŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͘ĂƐĞĚŽŶƚŚĞŝƐŽƚŽƉŝĐ ůĂďĞůůŝŶŐŽĨƉĞƉƟĚĞƐ͕ĂŐĞůͲĨƌĞĞ
ƉƌŽƚĞŽŵĞƉƌŽĮůŝŶŐƐƚƌĂƚĞŐǇĞŶĂďůĞĚƵƐƚŽƋƵĂŶƟĨǇƚŚĞĚŝīĞƌĞŶĐĞƐŝŶƐƚĞĂĚǇͲƐƚĂƚĞƉƌŽƚĞŝŶůĞǀĞůƐ͘dŚĞ
ŐĞŶĞƌĂƚĞĚƉƌŽƚĞŽŵĞĚĂƚĂǁĞƌĞĐŽŵƉůĞŵĞŶƚĞĚǁŝƚŚŵZEͲĂŶĚƌŝďŽͲƐĞƋĚĂƚĂ͕ŐĞŶĞƌĂƚĞĚďǇƌŝďŽƐŽŵĞ
ƉƌŽĮůŝŶŐ΀ϱ΁͘
tĞĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞĚƚŚĂƚƚŚĞƌĞŝƐĂƉƌŽŵŝŶĞŶƚƌŽůĞĨŽƌƉƌŽƚĞŝŶĚĞŐƌĂĚĂƟŽŶƚŽŝŶŝƟĂƚĞĂĨĂƐƚƐƚƌĞƐƐƌĞƐƉŽŶƐĞ
ƚŽŐĞƚŚĞƌǁŝƚŚĂŐĞŶĞƌĂůƐŚƵƚĚŽǁŶŽĨƚƌĂŶƐůĂƟŽŶ͘&ƵƌƚŚĞƌŵŽƌĞ͕ƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůĞĸĐŝĞŶĐǇǁĂƐůĂƌŐĞůǇĂīĞĐƚĞĚ
ďǇĞŶŚĂŶĐĞĚŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶƐ͘dŚŝƐŝůůƵƐƚƌĂƚĞƐƚŚĞŶĞĞĚĨŽƌĂŶŝŶƚĞŐƌĂƟǀĞƐǇƐƚĞŵƐͲǁŝĚĞ
ĂƉƉƌŽĂĐŚƚŽĞǆƉůŽƌĞƚŚĞĐĞůůƵůĂƌƌĞŐƵůĂƚŽƌǇŵĞĐŚĂŶŝƐŵƐĂƚƉůĂǇƐŽǁĞĐĂŶƵŶĚĞƌƐƚĂŶĚŚŽǁƉůĂŶƚůĞĂǀĞƐ
ŐůŽďĂůůǇĐŽƉĞǁŝƚŚŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͘
ŚĂƉƚĞƌƐϱ and ϲĨŽĐƵƐĞĚŽŶŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶĂƐĂƌĞǀĞƌƐŝďůĞƉŽƐƩƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶ͘ƐŝƚŝƐ
ŶŽƚǇĞƚĐůĞĂƌŚŽǁƚŚĞŵĂũŽƌŝƚǇŽĨƐƚƌĞƐƐͲƌĞůĂƚĞĚƌĞĚŽǆƐƟŵƵůŝĂƌĞƉĞƌĐĞŝǀĞĚĂŶĚƚƌĂŶƐĚƵĐĞĚ͕ĂƉŽƐƐŝďůĞ
ŵĞĐŚĂŶŝƐŵƚŽƐĞŶƐĞZK^ǀŝĂŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐŽŶƐƉĞĐŝĮĐŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƌĞƐŝĚƵĞƐ͕ǁĂƐĞǆƉůŽƌĞĚŚĞƌĞ͘
tĞŵĂĚĞƵƐĞŽĨƚŚĞŐĞůͲĨƌĞĞK&Z/ƚĞĐŚŶŽůŽŐǇ΀ϲ΁ƚŽŵĂƉƚŚĞĞǆĂĐƚƐŝƚĞƐŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ
ŝŶǁŝůĚͲƚǇƉĞĂŶĚcat2-2ƉůĂŶƚƐĚƵƌŝŶŐŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐĂŶĚǁĞƌĞĂůƐŽĂďůĞƚŽĐĂƉƚƵƌĞƚŚĞĚǇŶĂŵŝĐƐŽĨ
ŽǆŝĚĂƟŽŶďǇƟŵĞͲƌĞƐŽůǀĞĚƉƌŽƚĞŽŵĞĂŶĂůǇƐŝƐ͘dŚŝƐƌĞƐƵůƚĞĚŝŶƚŚĞŵĂƉƉŝŶŐŽĨϱϭϯŽǆŝĚĂƟŽŶƐŝƚĞƐŝŶϰϬϯ
ƉƌŽƚĞŝŶƐ͘dĂŬĞŶƚŽŐĞƚŚĞƌ͕ ŽƵƌƌĞƐƵůƚƐƐƵƉƉŽƌƚƚŚĞŚǇƉŽƚŚĞƐŝƐƚŚĂƚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶŝƐŶŽƚĂƌĂŶĚŽŵ
ĞǀĞŶƚ͕ďƵƚŵŝŐŚƚƐƚĞĞƌŵŽůĞĐƵůĂƌƐŝŐŶĂůŝŶŐ͘
ϮϬ
ŚĂƉƚĞƌϭ
ĨĂĐŝŶŐĐŚĂůůĞŶŐĞŝƐƚŚĞǀĂůŝĚĂƟŽŶĂŶĚĨƵŶĐƟŽŶĂůĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĂƟŽŶŽĨƚŚĞŝĚĞŶƟĮĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐĨŽƌƚŚĞŝƌ
ďŝŽĐŚĞŵŝĐĂů͕ĨƵŶĐƟŽŶĂůĂŶĚƐƚƌƵĐƚƵƌĂůĂƐƉĞĐƚƐŝŶŽƌĚĞƌƚŽŐĞƚĞǆƚƌĂŝŶƐŝŐŚƚƐŝŶƚŽƚŚĞZK^ƐŝŐŶĂůƚƌĂŶƐĚƵĐƟŽŶ
ĂƚƚŚĞŵŽůĞĐƵůĂƌůĞǀĞů͘dŚĞŝŵƉĂĐƚŽĨŝŶǀŝǀŽŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶŽŶƚǁŽŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ^ ͲƚƌĂŶƐĨĞƌĂƐĞƐ͕ƉŚŝϵ
ĂŶĚƚĂƵϮϯ͕ǁĂƐƉĞƌĨŽƌŵĞĚĂƐĂĐĂƐĞƐƚƵĚǇ;ĐŚĂƉƚĞƌϲͿ͘dŚŝƐƌĞǀĞĂůĞĚƐƚĞƌĞŽƐƉĞĐŝĮĐŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ
ǁŚŝĐŚŶĞŐĂƟǀĞůǇĂīĞĐƚƐƚŚĞĞŶǌǇŵĞĂĐƟǀŝƚǇŽĨďŽƚŚ'^dƉŚŝϵĂŶĚƚĂƵϮϯ͘
dŚŝƐƉƌŽũĞĐƚĞŶĂďůĞĚƵƐƚŽĐƌĞĂƚĞĂŵƵůƟͲĂŶŐůĞǀŝĞǁŽĨƚŚĞƉůĂŶƚ Ɛ͛ƌĞƐƉŽŶƐĞƚŽŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐĨŽƌǁŚŝĐŚ
ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂů͕ƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůĂŶĚĞǀĞŶƉŽƐƚͲƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůƌĞŐƵůĂƟŽŶǁĂƐĞǆƉůŽƌĞĚ͘dŚŝƐǁŝůůĨƵƌƚŚĞƌŚĞůƉƚŽ
ƌĞǀĞĂůǇĞƚƵŶĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĞĚƌĞŐƵůĂƚŽƌǇŵĞĐŚĂŶŝƐŵƐŝŶƚŚĞŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐƌĞƐƉŽŶƐĞŽĨA. thaliana and can 
ĐŽŶƚƌŝďƵƚĞƚŽŶŽǀĞůĂƉƉůŝĐĂƟŽŶƐŽĨĞŶŐŝŶĞĞƌŝŶŐƉůĂŶƚƐƚƌĞƐƐƚŽůĞƌĂŶĐĞ͘
പ
Ϯϭ
SUMMARY 
Z&ZE^
΀ϭ΁tŝƚƵƐǌǇŶƐŬĂ͕t͕͘'ĂůĂǌŬĂ͕<͕͘ZƵƐĂĐǌŽŶĞŬ͕͕͘sĂŶĚĞƌĂƵǁĞƌĂ͕^͕͘ĞƚĂů͕͘DƵůƟǀĂƌŝĂďůĞĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚĂů
ĐŽŶĚŝƟŽŶƐƉƌŽŵŽƚĞƉŚŽƚŽƐǇŶƚŚĞƟĐĂĚĂƉƚĂƟŽŶƉŽƚĞŶƟĂů ŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐƚŚĂůŝĂŶĂ͘:WůĂŶƚWŚǇƐŝŽůϮϬϭϯ͕
ϭϳϬ͕ϱϰϴͲϱϱϵ͘
΀Ϯ΁DŝůůĞƌ͕ '͕͘^ŚƵůĂĞǀ͕ s͘ ͕DŝƩůĞƌ͕ Z͕͘ZĞĂĐƟǀĞŽǆǇŐĞŶƐŝŐŶĂůŝŶŐĂŶĚĂďŝŽƟĐƐƚƌĞƐƐ͘WŚǇƐŝŽůŽŐŝĂƉůĂŶƚĂƌƵŵ
ϮϬϬϴ͕ϭϯϯ͕ϰϴϭͲϰϴϵ͘
΀ϯ΁^ƵǌƵŬŝ͕E͕͘<ŽƵƐƐĞǀŝƚǌŬǇ͕ ^͕͘DŝƩůĞƌ͕ Z͕͘DŝůůĞƌ͕ '͕͘ZK^ĂŶĚƌĞĚŽǆƐŝŐŶĂůůŝŶŐŝŶƚŚĞƌĞƐƉŽŶƐĞŽĨƉůĂŶƚƐƚŽ
ĂďŝŽƟĐƐƚƌĞƐƐ͘WůĂŶƚĞůůŶǀŝƌŽŶϮϬϭϮ͕ϯϱ͕ϮϱϵͲϮϳϬ͘
΀ϰ΁'ŝůƌŽǇ͕^͕͘^ƵǌƵŬŝ͕E͕͘DŝůůĞƌ͕ '͕͘ŚŽŝ͕t͘'͕͘ĞƚĂů͕͘ƟĚĂůǁĂǀĞŽĨƐŝŐŶĂůƐ͗ĐĂůĐŝƵŵĂŶĚZK^ĂƚƚŚĞ
ĨŽƌĞĨƌŽŶƚŽĨƌĂƉŝĚƐǇƐƚĞŵŝĐƐŝŐŶĂůŝŶŐ͘dƌĞŶĚƐWůĂŶƚ^ĐŝϮϬϭϰ͕ϭϵ͕ϲϮϯͲϲϯϬ͘
΀ϱ΁/ŶŐŽůŝĂ͕E͘d͘ ͕'ŚĂĞŵŵĂŐŚĂŵŝ͕^͕͘EĞǁŵĂŶ͕:͘Z͕͘tĞŝƐƐŵĂŶ͕:͘^͕͘'ĞŶŽŵĞͲǁŝĚĞĂŶĂůǇƐŝƐŝŶǀŝǀŽŽĨ
ƚƌĂŶƐůĂƟŽŶǁŝƚŚŶƵĐůĞŽƟĚĞƌĞƐŽůƵƟŽŶƵƐŝŶŐƌŝďŽƐŽŵĞƉƌŽĮůŝŶŐ͘^ĐŝĞŶĐĞϮϬϬϵ͕ϯϮϰ͕ϮϭϴͲϮϮϯ͘
΀ϲ΁'ŚĞƐƋƵŝĞƌĞ͕͕͘:ŽŶĐŬŚĞĞƌĞ͕s͘ ͕ŽůĂĞƌƚ͕E͕͘sĂŶƵƌŵĞ͕:͕͘ĞƚĂů͕͘ZĞĚŽǆƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐŽĨƉƌŽƚĞŝŶͲďŽƵŶĚ
ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ͘DŽůĞůůWƌŽƚĞŽŵŝĐƐϮϬϭϭ͘

Chapte 2r 
PLANT PROTEINS UNDER  
OXIDATIVE ATTACK
INTRODUCTION 
SILKE JACQUES, BART GHESQUIÈRE, FRANK VAN BREUSEGEM, KRIS GEVAERT
Ϯϰ
ŚĂƉƚĞƌϮ
ŵŽĚŝĮĞĚǀĞƌƐŝŽŶŽĨƚŚŝƐĐŚĂƉƚĞƌǁĂƐƉƵďůŝƐŚĞĚĂƐĂƌĞǀŝĞǁŝŶ͞WƌŽƚĞŽŵŝĐƐ͟
^ŝůŬĞ:ĂĐƋƵĞƐǁƌŽƚĞƚŚĞŵĂŶƵƐĐƌŝƉƚǁŝƚŚĐŽƌƌĞĐƟŽŶƐďǇĂƌƚ'ŚĞƐƋƵŝğƌĞ͕&ƌĂŶŬsĂŶƌĞƵƐĞŐĞŵ
and Kris Gevaert
^ŝůŬĞ:ĂĐƋƵĞƐĐŽŶƚƌŝďƵƚĞĚƚŽƚǁŽĂĚĚŝƟŽŶĂůƉĂƉĞƌƐ͕ďĂƐĞĚŽŶŚĞƌŝŶŝƟĂůĞǆƚĞŶĚĞĚŵĂŶƵƐĐƌŝƉƚĞůĂďŽƌĂƟŶŐŽŶ
ĐǇƐƚĞŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ͘
ŽƚŚĂƌƟĐůĞƐĂƌĞĂĐĐĞƉƚĞĚĨŽƌƉƵďůŝĐĂƟŽŶŝŶ͞:ŽƵƌŶĂůŽĨǆƉĞƌŝŵĞŶƚĂůŽƚĂŶǇ͗͟
KǆŝĚĂƟǀĞƉŽƐƚͲƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐŽĨĐǇƐƚĞŝŶĞƌĞƐŝĚƵĞƐŝŶƉůĂŶƚƐŝŐŶĂůƚƌĂŶƐĚƵĐƟŽŶ
ĞǌĂƌǇtĂƐǌĐǌĂŬ͕^ĂůŵĂŬƚĞƌ͕ ^ŝůŬĞ:ĂĐƋƵĞƐ͕:ŝŶŐũŝŶŐ,ƵĂŶŐ͕:ŽƌŝƐDĞƐƐĞŶƐĂŶĚ&ƌĂŶŬsĂŶƌĞƵƐĞŐĞŵ
ǇƐƚĞŝŶĞƐƵŶĚĞƌZK^ĂƩĂĐŬŝŶƉůĂŶƚƐ͗ĂƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐǀŝĞǁ
^ĂůŵĂŬƚĞƌ͕ ĞǌĂƌǇtĂƐǌĐǌĂŬ͕:ŝŶŐũŝŶŐ,ƵĂŶŐ͕^ŝůŬĞ:ĂĐƋƵĞƐ͕<ƌŝƐ'ĞǀĂĞƌƚ͕&ƌĂŶŬsĂŶƌĞƵƐĞŐĞŵĂŶĚ:ŽƌŝƐDĞƐƐĞŶƐ
Ϯϱ
W>EdWZKd/E^hEZKy/d/sdd<
^dZd
ZĞĂĐƚŝǀĞŽǆǇŐĞŶĂŶĚŶŝƚƌŽŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐĐĂŶŵŽĚŝĨǇǀĂƌŝŽƵƐďŝŽŵŽůĞĐƵůĞƐ͕ ŝŶĐůƵĚŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶƐ͘dŚĞ
ƌĞƐƵůƚŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶŵŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶƐĂƌĞŚŝŐŚůǇĚŝǀĞƌƐĞ͕ ĐĂŶďĞ ƌĞǀĞƌƐŝďůĞĂƐǁĞůůĂƐ ŝƌƌĞǀĞƌƐŝďůĞ͕ĂŶĚ
ŵŝŐŚƚĂĨĨĞĐƚƉƌŽƚĞŝŶƐƚƌƵĐƚƵƌĞĂŶĚĨƵŶĐƚŝŽŶ͘ĞƐŝĚĞƐƌĂŶĚŽŵŵŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶƐ͕ ƚĂƌŐĞƚĞĚŵŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶƐ
ĂƚƐƉĞĐŝĨŝĐĂŵŝŶŽĂĐŝĚƐ ŝŶƐƵƌĨĂĐĞͲĂĐĐĞƐƐŝďůĞƉƌŽƚĞŝŶƌĞŐŝŽŶƐŽĐĐƵƌ͘ dŚĞƐĞĐŚĂŶŐĞƐĂƌĞŽĨƉĂƌƚŝĐƵůĂƌ
ŝŶƚĞƌĞƐƚĂƐ͕Ğ͘Ő͘ďǇĂůƚĞƌŝŶŐƚŚĞ ůŽĐĂůƉƌŽƚĞŝŶĐŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶ͖ ƚŚĞǇŵŝŐŚƚ ŝŶŝƚŝĂƚĞƐƉĞĐŝĨŝĐ ;ŽǆŝĚĂƚŝǀĞͿ
ƐŝŐŶĂůŝŶŐƉĂƚŚǁĂǇƐ͘,ĞƌĞ͕ǁĞĨŽĐƵƐŽŶƚǁŽƉƌŽƚĞŝŶŵŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶƐƚŚĂƚĂƌĞ ĨŽƵŶĚƵŶĚĞƌĐŽŶĚŝƚŝŽŶƐ
ŽĨŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ ŝŶƉůĂŶƚƐ͗ŽǆŝĚĂƟŽŶŽĨƚŚĞƐƵůĨƵƌͲĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞĂŶĚŶŝƚƌĂƟŽŶŽĨƚǇƌŽƐŝŶĞ͘
tĞ ƌĞǀŝĞǁ ƚŚĞ ĨƵŶĐƚŝŽŶĂů ĐŽŶƐĞƋƵĞŶĐĞƐ ĐĂƵƐĞĚďǇ ƚŚĞŽǆŝĚĂƚŝŽŶŽĨ ƐĞǀĞƌĂůƉůĂŶƚƉƌŽƚĞŝŶƐĂŶĚ
ůŝŶĞͲƵƉ ƚŚŽƐĞƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐ ƚĞĐŚŶŽůŽŐŝĞƐ ƚŚĂƚĂƌĞĂŵĞŶĂďůĞ ƚŽƐƚƵĚǇ ƚŚĞƐĞƐĞůĞĐƚĞĚŵŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶƐ͘
 
Ϯϲ
ŚĂƉƚĞƌϮ
/EdZKhd/KE
ďŝŽƟĐĂŶĚďŝŽƟĐƐƚƌĞƐƐĨĂĐƚŽƌƐ;Ğ͘Ő͘ĚƌŽƵŐŚƚ͕ĞǆƚƌĞŵĞƚĞŵƉĞƌĂƚƵƌĞƐĂŶĚǀĂƌŝŽƵƐƉĂƚŚŽŐĞŶĂƩĂĐŬƐͿůĞĂĚ
ƚŽƐĞǀĞƌĞĐƌŽƉǇŝĞůĚ ůŽƐƐĞƐǁŽƌůĚǁŝĚĞĚƵĞƚŽƚŚĞŝƌĂĚǀĞƌƐĞĞīĞĐƚŽŶƉůĂŶƚŐƌŽǁƚŚĂŶĚĚĞǀĞůŽƉŵĞŶƚ͘
ZĞĐĞŶƚůǇ͕ ƚŚĞ&ŽŽĚĂŶĚŐƌŝĐƵůƚƵƌĂůKƌŐĂŶŝǌĂƟŽŶŽĨƚŚĞhŶŝƚĞĚEĂƟŽŶƐŚĂƐƌĞǀĞĂůĞĚƚŚĂƚƚŚĞƐĞĚĞƚƌŝŵĞŶƚĂů
ĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚĂůĐŽŶĚŝƟŽŶƐĂĐĐŽƵŶƚĨŽƌƵƉƚŽϯϳйŽĨƚŚĞŐůŽďĂůĐƌŽƉƉƌŽĚƵĐƟŽŶƚŚĂƚŝƐůŽƐƚďĞĨŽƌĞŚĂƌǀĞƐƚ͘
KŶĞĐŽŵŵŽŶƚŚĞŵĞŽĨƚŚĞƐĞĂĚǀĞƌƐĞĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚĂůĐŽŶĚŝƟŽŶƐŝƐƚŚĞĂĐĐƵŵƵůĂƟŽŶŽĨZK^ĂŶĚƌĞĂĐƟǀĞ
ŶŝƚƌŽŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐ;ZE^Ϳ͘ƚŚŝŐŚĞƌĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶƐ͕ƉĂƌƟĂůůǇƌĞĚƵĐĞĚŽƌĂĐƟǀĂƚĞĚŽǆǇŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐ͕ ůŝŬĞ
ŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞ;,ϮKϮͿ͕ƐƵƉĞƌŽǆŝĚĞƌĂĚŝĐĂů;KϮ
භоͿ͕ĂŶĚƐŝŶŐůĞƚŽǆǇŐĞŶ;ϭKϮͿ͕ĂƐǁĞůůĂƐŶŝƚƌŽŐĞŶͲĚĞƌŝǀĞĚ
ƐƉĞĐŝĞƐ͕ƐƵĐŚĂƐŶŝƚƌŝĐŽǆŝĚĞ;EKභͿĂŶĚƉĞƌŽǆǇŶŝƚƌŝƚĞ;KEKKоͿĐĂŶŵŽĚŝĨǇĚŝīĞƌĞŶƚďŝŽŵŽůĞĐƵůĞƐ͕ŝŶĐůƵĚŝŶŐ
ŽůŝŐŽŶƵĐůĞŽƚŝĚĞƐ͕ƐƵŐĂƌƐ͕ƉƌŽƚĞŝŶƐ͕ĂŶĚ ůŝƉŝĚƐ͕ƵůƚŝŵĂƚĞůǇ ůĞĂĚŝŶŐƚŽŽǆŝĚĂƚŝǀĞĚĞƐƚƌƵĐƚŝŽŶŽĨƚŚĞĐĞůů
΀ϭ΁͘,ŽǁĞǀĞƌ͕ ǁŚĞŶƟŐŚƚůǇƌĞŐƵůĂƚĞĚ͕ZK^ĂŶĚZE^ĐĂŶĂůƐŽŚĂǀĞĂƐŝŐŶĂůŝŶŐƌŽůĞ͕ĞǆƉůĂŝŶŝŶŐƚŚĞƚĞƌŵ
͞ŽǆŝĚĂƟǀĞƐŝŐŶĂůŝŶŐ͟΀Ϯ΁͘
ƵƌŝŶŐƚŚĞĐŽƵƌƐĞŽĨĞǀŽůƵƟŽŶ͕ƉůĂŶƚƐŚĂǀĞĞǀŽůǀĞĚĂĮŶĞͲƚƵŶĞĚďĂůĂŶĐĞďĞƚǁĞĞŶZK^ƉƌŽĚƵĐƟŽŶĂŶĚ
ƐĐĂǀĞŶŐŝŶŐƚŽŐĂŝŶƐƚƌŝĐƚĐŽŶƚƌŽůŽǀĞƌZK^ƚŽǆŝĐŝƚǇ΀ϯ΁͘ƉůĞƚŚŽƌĂŽĨďŽƚŚŶŽŶĞŶǌǇŵĂƟĐ;ĂƐĐŽƌďĂƚĞ͕
ŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ͕ƚŽĐŽƉŚĞƌŽů͕ŇĂǀŽŶŽŝĚƐ͕ĂůŬĂůŽŝĚƐĂŶĚĐĂƌŽƚĞŶŽŝĚƐͿĂŶĚĞŶǌǇŵĂƟĐĂŶƟŽǆŝĚĂŶƚƐ;ŝŶĐůƵĚŝŶŐ
ƐƵƉĞƌŽǆŝĚĞĚŝƐŵƵƚĂƐĞ͕ ĐĂƚĂůĂƐĞ͕ĂƐĐŽƌďĂƚĞƉĞƌŽǆŝĚĂƐĞ͕ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞ ƌĞĚƵĐƚĂƐĞƐ ΀D^ZƐ΁͕
ƉĞƌŽǆŝƌĞĚŽǆŝŶƐĂŶĚŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞƉĞƌŽǆŝĚĂƐĞͿ͕ůŽĐĂƚĞĚŝŶĞĂĐŚĐĞůůƵůĂƌƉůĂŶƚĐŽŵƉĂƌƚŵĞŶƚ͕ĂƌĞƉƌĞƐĞŶƚƚŽ
ŵĂŝŶƚĂŝŶĂĐĞůůƵůĂƌƌĞĚŽǆďĂůĂŶĐĞ͘/ŶArabidopsis thaliana͕ƚŚŝƐďĂůĂŶĐĞŝƐŐŽǀĞƌŶĞĚďǇĂĐŽŵƉůĞǆŶĞƚǁŽƌŬ
ƚŚĂƚĐŽŵƉƌŝƐĞƐĂƚ ůĞĂƐƚϭϱϮŐĞŶĞƐĞŶĐŽĚŝŶŐďŽƚŚZK^ͲƉƌŽĚƵĐŝŶŐĂŶĚZK^ͲƐĐĂǀĞŶŐŝŶŐĞŶǌǇŵĞƐ΀ϰ΁͘
^ŝŐŶŝĮĐĂŶƚƉƌŽŐƌĞƐƐŚĂƐďĞĞŶŵĂĚĞŝŶƚŚĞƵŶĚĞƌƐƚĂŶĚŝŶŐŽĨƌĞĚŽǆͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚŐĞŶĞƌĞŐƵůĂƟŽŶŝŶŵƵůƟƉůĞ
ƉůĂŶƚƐƉĞĐŝĞƐ͕ĂůďĞŝƚŵĂŝŶůǇďĂƐĞĚŽŶƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŽŵĞĚĂƚĂ΀ϱͲϵ΁͘,ŽǁĞǀĞƌ͕ ĂƉůĂƵƐŝďůĞŵĞĐŚĂŶŝƐŵĨŽƌĐĞůůƐ
ƚŽƉĞƌĐĞŝǀĞZK^ĂŶĚZE^ŝƐƚŚƌŽƵŐŚƉŽƐƩƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐ;WdDƐͿŐŝǀĞŶƚŚĂƚZK^ĂŶĚZE^ĚŝƌĞĐƚůǇ
ĐĂƵƐĞŽǆŝĚĂƟŽŶĂŶĚŶŝƚƌŽƐĂƟŽŶŽĨĂŵŝŶŽĂĐŝĚƐ;ĂŶĚƉĞƉƟĚĞďŽŶĚƐ;΀ŽǆŝĚĂƟŽŶ΁Ϳ͕ǁŚŝĐŚŵĂǇĨƵƌƚŚĞƌĂīĞĐƚ
ĞŶǌǇŵĂƟĐĂĐƟǀŝƚǇ͕ ŝŶƚƌĂĐĞůůƵůĂƌůŽĐĂůŝǌĂƟŽŶ͕ƉƌŽƚĞŝŶʹƉƌŽƚĞŝŶŝŶƚĞƌĂĐƟŽŶƐĂŶĚƉƌŽƚĞŝŶƐƚĂďŝůŝƚǇ͘dŚĞƌĞĨŽƌĞ͕
WdDƐĂƌĞŽĨƚĞŶǀŝĞǁĞĚĂƐĐĞůůƵůĂƌƐǁŝƚĐŚĞƐĂŶĚƉŽƚĞŶƚŝĂůƐĞŶƐŽƌƐŽĨ ƚŚĞĐŽŵƉůĞǆƌĞĚŽǆƌĞŐƵůĂƚŝŽŶ
ƐǇƐƚĞŵ΀ϭϬ΁͘,ŽǁĞǀĞƌ͕  ŝŶƉůĂŶƚƐŽŶůǇĂĨĞǁĞǆĂŵƉůĞƐŽĨWdDͲďĂƐĞĚƌĞĚŽǆƌĞŐƵůĂƟŽŶǁĞƌĞƌĞƉŽƌƚĞĚ͘
dŚĞƌĂƉŝĚůǇĞǀŽůǀŝŶŐĮĞůĚŽĨƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐŚĂƐŐƌĞĂƚůǇĐŽŶƚƌŝďƵƚĞĚƚŽĂďĞƩĞƌƵŶĚĞƌƐƚĂŶĚŝŶŐĂŶĚŵĂƉƉŝŶŐ
ŽĨĚŝǀĞƌƐĞĂŶĚĐŽŵƉůĞǆWdDƐ ŝŶƉůĂŶƚƐ͕ ƚŚĂŶŬƐƚŽƚŚĞĂƉƉůŝĐĂƚŝŽŶŽĨĂĚǀĂŶĐĞĚŵĂƐƐƐƉĞĐƚƌŽŵĞƚƌǇ
΀ϭϭͲϭϰ΁͘dŽĚĂƚĞ͕ƚŚĞZ^/ĚĂƚĂďĂƐĞ;ƌĞůĞĂƐĞϳϱ͘ϬϬͿĐŽŶƚĂŝŶƐŽǀĞƌϲϬϬƉŽƐƐŝďůĞƉƌŽƚĞŝŶŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐ
;ŶŽƚĞŚŽǁĞǀĞƌ ƚŚĂƚ ƐŽŵĞŽĨ ƚŚĞƐĞĂƌĞĂďŝƚ ƌĞĚƵŶĚĂŶƚ ;Ğ͘Ő͕͘EͲĂĐĞƚǇůĂƚŝŽŶŽĨEͲƚĞƌŵŝŶĂůĂŵŝŶŽ
ĂĐŝĚƐͿͿĂŶĚƚŚŝƐ ůŝƐƚŬĞĞƉƐŽŶŐƌŽǁŝŶŐ;ŚƩƉ͗ͬͬƉŝƌ͘ ŐĞŽƌŐĞƚŽǁŶ͘ĞĚƵͬƌĞƐŝĚͬͿ͘KŶĞŽĨƚŚĞŵĂũŽƌĐŚĂůůĞŶŐĞƐ
ĨŽƌ ƚŚĞ ŝĚĞŶƚŝĨŝĐĂƚŝŽŶŽĨŶĞǁWdDƐƌĞƐŝĚĞƐ ŝŶ ƚŚĞ ĨĂĐƚ ƚŚĂƚŵŽƐƚŵŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶƐĂƌĞƉƌĞƐĞŶƚŽŶůǇ ŝŶ
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ŐƌŽƵƉ;ZͲ^ͲZ഻ͿŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŚĂƐĂ ůŽǁŽǆŝĚĂƟŽŶƉŽƚĞŶƟĂůĂŶĚ͕ŚĞŶĐĞ͕ ŝƐƌĞĂĚŝůǇŽǆŝĚŝǌĞĚďǇĂ ůĂƌŐĞ
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ĐŽŵĞƐŝŶƚǁŽƐƚĞƌĞŽŝƐŽŵĞƌƐ͗ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ^ͲĂŶĚZͲƐƵůĨŽǆŝĚĞĂŶĚƚŚĞĞŶǌǇŵĂƟĐƌĞĚƵĐƟŽŶƐƚĞƉďĂĐŬƚŽ
ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŝƐƐƚĞƌĞŽƐƉĞĐŝĮĐƚŚƌŽƵŐŚƚǁŽƚǇƉĞƐŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞƌĞĚƵĐƚĂƐĞƐ͕D^ZĂŶĚD^Z͕
ǁŚŝĐŚƐƉĞĐŝĮĐĂůůǇƌĞĚƵĐĞƚŚĞ^ͲDĞƚ^KĂŶĚZͲDĞƚ^KĚŝĂƐƚĞƌĞŽŵĞƌƐ͕ƌĞƐƉĞĐƟǀĞůǇ΀ϭϳ΁͘&ŽƌĂĚĞƚĂŝůĞĚ
ŽǀĞƌǀŝĞǁŽĨƚŚĞD^ZĨĂŵŝůŝĞƐĂŶĚƚŚĞŝƌƉŚǇƐŝŽůŽŐŝĐĂůƌŽůĞƐŝŶƉŚŽƚŽƐǇŶƚŚĞƟĐŽƌŐĂŶŝƐŵƐ͕ƐĞĞdĂƌƌŽŐŽet al͘
΀ϭϴ΁͘ArabidopsisƉŽƐƐĞƐƐĞƐĮǀĞD^ZĂŶĚŶŝŶĞD^ZŝƐŽĨŽƌŵƐ͕ůŽĐĂůŝǌĞĚŝŶƚŚƌĞĞƐƵďĐĞůůƵůĂƌůŽĐĂƟŽŶƐ͗
ƚŚĞƉůĂƐƚŝĚƐ͕ ƚŚĞĞŶĚŽƉůĂƐŵŝĐƌĞƚŝĐƵůƵŵĂŶĚƚŚĞĐǇƚŽƐŽů ΀ϭϴͲϮϭ΁͘ůůArabidopsisD^ZƐĐŽŶƚĂŝŶƚǁŽ
ƌĞĚŽǆͲĂĐƟǀĞĐǇƐƚĞŝŶĞƐ͕ǁŝƚŚƚŚĞĞǆĐĞƉƟŽŶŽĨD^ZϭƚŚĂƚŚĂƐŽŶůǇŽŶĞ͘ůƚŚŽƵŐŚŶŽŐĞŶĞƌĂůƐĞƋƵĞŶĐĞ
ŽƌƐƚƌƵĐƚƵƌĞƐŝŵŝůĂƌŝƚǇŝƐŽďƐĞƌǀĞĚďĞƚǁĞĞŶƚŚĞĂŶĚƚǇƉĞƐŽĨD^ZƐ͕ƚŚĞǇŚĂǀĞĂĐŽŵŵŽŶƌĞĂĐƟŽŶ
ŵĞĐŚĂŶŝƐŵŝŶǁŚŝĐŚƚŚĞĐĂƚĂůǇƟĐĐǇƐƚĞŝŶĞĂƩĂĐŬƐƚŚĞƐƵůĨƵƌŽĨDĞƚ^K͕ ůĞĂĚŝŶŐƚŽƚŚĞĨŽƌŵĂƟŽŶŽĨĂ
ƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚŝŶƚĞƌŵĞĚŝĂƚĞ;&ŝŐƵƌĞϮͿ͘dŚŝƐŝƐĨŽůůŽǁĞĚďǇƚŚĞĨŽƌŵĂƟŽŶŽĨĂŶŝŶƚƌĂŵŽůĞĐƵůĂƌĚŝƐƵůĮĚĞďŽŶĚ
ĚƵĞƚŽƚŚĞŶƵĐůĞŽƉŚŝůŝĐĂƩĂĐŬŽĨƚŚĞƌĞƐŽůǀŝŶŐĐǇƐƚĞŝŶĞ;ĞǆĐĞƉƚĨŽƌD^ZϭͿ͕ǁŚŝĐŚ͕ ŝŶƚƵƌŶ͕ ŝƐƌĞĚƵĐĞĚ
ďǇƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶƐ΀ϭϳ͕ϮϮͲϮϰ΁͘ /ŶArabidopsis͕ƚŚĞD^ZŐĞŶĞƐĚŝƐƉůĂǇĚŝīĞƌĞŶƟĂůĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĂŶĚĂĐƟǀŝƚǇ
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The sulfur group of methionine is readily oxidized by a range of reactive species to methionine sulfoxide (MetSO). The 
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ŽŶƚŚĞƐƵůĨƵƌĂƚŽŵŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞ͕ůĞĂĚŝŶŐƚŽƚŚĞĨŽƌŵĂƟŽŶŽĨĂƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚŝŶƚĞƌŵĞĚŝĂƚĞ͘ŶŝŶƚƌĂŵŽůĞĐƵůĂƌĚŝƐƵůĮĚĞ
ďŽŶĚŝƐĨŽƌŵĞĚďǇĂŶƵĐůĞŽƉŚŝůŝĐĂƩĂĐŬŽĨƚŚĞƐĞĐŽŶĚƌĞĚŽǆͲĂĐƟǀĞĐǇƐƚĞŝŶĞŽŶƚŚĞƐƵůĨƵƌĂƚŽŵŽĨƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚ͕ ůĞĂĚŝŶŐƚŽĂ
ƐƵďƐĞƋƵĞŶƚƌĞůĞĂƐĞŽĨǁĂƚĞƌĂŶĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ͘D^ZŝƐĮŶĂůůǇƌĞĚƵĐĞĚďĂĐŬƚŽŝƚƐŽƌŝŐŝŶĂůƐƚĂƚĞǀŝĂƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶƐ͘dŚĞƌĞĚŽǆͲĂĐƟǀĞ
ĐǇƐƚĞŝŶĞƐĚŝīĞƌĂůŽŶŐƚŚĞĚŝīĞƌĞŶƚDƐƌĂŶĚDƐƌŐĞŶĞƐĂƐǁĞůůĂƐďĞƚǁĞĞŶƉůĂŶƚƐƉĞĐŝĞƐ͘
hƉŽŶŽǆŝĚĂƟŽŶŽĨƉƌŽƚĞŝŶͲďŽƵŶĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐ͕ƐƚƌƵĐƚƵƌĂůĐŚĂŶŐĞƐĐĂŶŽĐĐƵƌǁŚŝĐŚŝƐƚŚĞĐĂƐĞĨŽƌƚŚĞ
ĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚͲůŽĐĂƚĞĚƐŵĂůůŚĞĂƚƐŚŽĐŬƉƌŽƚĞŝŶϮϭ;Ɛ,^WϮϭ͕dϰ'ϮϳϲϳϬͿ͘dŚĞŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞͲƌŝĐŚƐƚƌĞƚĐŚĂƚŝƚƐ
EͲƚĞƌŵŝŶƵƐĨŽƌŵƐĂŶĂŵƉŚŝƉŚĂƟĐɲͲŚĞůŝǆǁŝƚŚĂůůŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐĞǆƉŽƐĞĚƚŽŽŶĞƐŝĚĞ΀Ϯϱ΁͘dŚĞĐŚĂƉĞƌŽŶĞͲ
ůŝŬĞĂĐƟǀŝƚǇŽĨƐ,^WϮϭŝƐĞǆƉůĂŝŶĞĚďǇďŝŶĚŝŶŐŽĨƚŚŝƐĂŵƉŚŝƉŚĂƟĐŚĞůŝǆƚŽŚǇĚƌŽƉŚŽďŝĐƐƚƌĞƚĐŚĞƐŽĨ
ƉĂƌƟĂůůǇƵŶĨŽůĚĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐƚŽƉƌŽƚĞĐƚƐƵĐŚƉƌŽƚĞŝŶƐĨƌŽŵĂŐŐƌĞŐĂƟŽŶ΀Ϯϲ΁͘^ƵůĨŽǆŝĚĂƟŽŶŽĨĨŽƵƌŚŝŐŚůǇ
ĐŽŶƐĞƌǀĞĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƌĞƐŝĚƵĞƐ;DĞƚϰϵ͕DĞƚϱϮ͕DĞƚϱϱ͕ĂŶĚDĞƚϱϵͿĐĂƵƐĞƐĂĐŽŶĨŽƌŵĂƟŽŶĂůĐŚĂŶŐĞŝŶ
ƚŚŝƐŚĞůŝǆ͕ƌĞƐƵůƟŶŐŝŶĂůŽƐƐŽĨĐŚĂƉĞƌŽŶĞͲůŝŬĞĂĐƟǀŝƚǇ΀Ϯϳ΁͘dŚƵƐ͕ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĂƟŽŶĐĂŶŚĂǀĞĂ
ŵĂũŽƌŝŵƉĂĐƚŽŶƚŚĞƐƚƌƵĐƚƵƌĂůĐŽŶĨŽƌŵĂƟŽŶŽĨƚŚĞƐ,^WϮϭƉƌŽƚĞŝŶĐŽŶĐŽŵŝƚĂŶƚǁŝƚŚĂůŽƐƐŽĨĨƵŶĐƟŽŶ͘
/ŶƚĞƌĞƐƟŶŐůǇ͕ĂŶĚŝŶƚŚŝƐƉĞƌƐƉĞĐƟǀĞ͕ƚŚĞŵǇƌŝƐƚŽǇůĂƚĞĚDƐƌ͕ĐŽŵƉĂƌĞĚƚŽ ŝƚƐƵŶŵŽĚŝĮĞĚĨŽƌŵ͕ŚĂƐ
ďĞĞŶŚǇƉŽƚŚĞƐŝǌĞĚƚŽ ŝŶƚĞƌĂĐƚǁŝƚŚƉƌŽƚĞŝŶƐ;ĂŶĚŚĞŶĐĞƌĞƉĂŝƌƚŚĞŵĨĂƐƚĞƌͿƚŚĂƚƵŶĚĞƌŐŽƐƚƌƵĐƚƵƌĂů
ĐŚĂŶŐĞƐƵƉŽŶŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ΀Ϯϴ΁͘DŽƌĞŽǀĞƌ͕ Ă ůŝŶŬŚĂƐďĞĞŶĞƐƚĂďůŝƐŚĞĚďĞƚǁĞĞŶŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ
ŽǆŝĚĂƟŽŶĂŶĚŽƚŚĞƌƉƌŽƚĞŝŶWdDƐ͕ƐƵĐŚĂƐƉŚŽƐƉŚŽƌǇůĂƟŽŶ͘ZĞĐŽŵďŝŶĂŶƚƐŽǇďĞĂŶ;Glycine maxͿĐĂůĐŝƵŵͲ
ĚĞƉĞŶĚĞŶƚƉƌŽƚĞŝŶŬŝŶĂƐĞƐ;W<ƐͿŚĂǀĞďĞĞŶĨŽƵŶĚƵŶĂďůĞƚŽƉŚŽƐƉŚŽƌǇůĂƚĞŝŶǀŝƚƌŽƉŚŽƐƉŚŽƌǇůĂƟŽŶ
ŵŽƟĨͲĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐƐǇŶƚŚĞƟĐƉĞƉƟĚĞƐǁŝƚŚĂŶŽǆŝĚŝǌĞĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ͘In vivoŝŶŚŝďŝƟŽŶŽĨƉŚŽƐƉŚŽƌǇůĂƟŽŶďǇ
ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶǁĂƐĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞĚďǇŵŽŶŝƚŽƌŝŶŐƚŚĞƉŚŽƐƉŚŽƌǇůĂƟŽŶƐƚĂƚƵƐŽĨŶŝƚƌĂƚĞƌĞĚƵĐƚĂƐĞ
in Arabidopsis͘WŚŽƐƉŚŽƌǇůĂƟŽŶŽĨ^ĞƌϱϰϯĚĞĐƌĞĂƐĞĚƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚůǇǁŚĞŶ,ϮKϮǁĂƐĂĚĚĞĚ͕ďƵƚŝŶĐƌĞĂƐĞĚ
ǁŚĞŶĂĐǇƚŽƐŽůŝĐD^ZǁĂƐŽǀĞƌĞǆƉƌĞƐƐĞĚ͕ŐŝǀŝŶŐƚǁŽůŝŶĞƐŽĨĞǀŝĚĞŶĐĞƚŚĂƚƚŚĞŶĞĂƌďǇƐƵƌĨĂĐĞͲĞǆƉŽƐĞĚ
Ϯϵ
W>EdWZKd/E^hEZKy/d/sdd<
ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ;DĞƚϱϰϳͿĐĂŶĨƵŶĐƟŽŶĂƐĂŚǇĚƌŽƉŚŽďŝĐƌĞĐŽŐŶŝƟŽŶĞůĞŵĞŶƚǁŝƚŚŝŶĂƉŚŽƐƉŚŽƌǇůĂƟŽŶŵŽƟĨ
΀Ϯϵ΁͘
DĞƚ^KŝƐƚŚĞƉƌĞĚŽŵŝŶĂŶƚŽǆŝĚĂƟŽŶŵĂƌŬĞƌŝŶArabidopsis ůĞĂǀĞƐ΀ϯϬ΁͕ ŝŶǁŚŝĐŚƚŚĞŽǆŝĚĂƟǀĞĚĂŵĂŐĞ
ǁĂƐŵŽƌĞƐĞǀĞƌĞŝŶĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚƉƌŽƚĞŝŶƐƚŚĂŶŝŶƉƌŽƚĞŝŶƐƌĞƐŝĚŝŶŐŝŶŽƚŚĞƌƐƵďĐĞůůƵůĂƌůŽĐĂƟŽŶƐ͗ƚŚĞƚŽƚĂů
DĞƚ^KĐŽŶƚĞŶƚŝƐĞƐƟŵĂƚĞĚƚŽďĞϭϬй͕ǁŚĞƌĞĂƐƚŚĂƚŝŶĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚƐŝƐϮϬʹϯϬйŽĨƚŚĞƚŽƚĂůŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐ
΀ϯϭ΁͘dŚĞƵƉƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨD^ZƐƵŶĚĞƌŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐĐŽŶĚŝƟŽŶƐ΀ϭϵ΁ĨƵƌƚŚĞƌŚŝŶƚƐƚŽƚŚĞŶĞĐĞƐƐŝƚǇŽĨ
ƌĞƉĂŝƌŝŶŐDĞƚ^KĂŶĚƌĞĐǇĐůŝŶŐŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƌĞƐŝĚƵĞƐ͘D^ZŵƵƚĂƟŽŶƐƌĞŶĚĞƌƉůĂŶƚƐŵŽƌĞƐĞŶƐŝƟǀĞƚŽ
ŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͕ǁŚĞƌĞĂƐŽǀĞƌĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŝŶĐƌĞĂƐĞƐƐƚƌĞƐƐƌĞƐŝƐƚĂŶĐĞ͕ĂůƐŽŝŶĚŝĐĂƟŶŐƚŚĂƚŽǆŝĚĂƟŽŶĂŶĚ
ƌĞĚƵĐƟŽŶŽĨDĞƚ^KŵŝŐŚƚďĞĂŶŝŶĚŝƌĞĐƚŵĞĐŚĂŶŝƐŵƚŽĞǆƚĞŶƵĂƚĞŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐĂŶĚ͕ĂƐƐƵĐŚ͕ƉƌĞǀĞŶƚ
ĨƵƌƚŚĞƌŽǆŝĚĂƟǀĞĚĂŵĂŐĞƚŽƉƌŽƚĞŝŶƐ΀ϯϬ΁͘
ZĞĐĞŶƚůǇ͕ ƉƌĞĚŝĐƟŽŶŵĞƚŚŽĚƐŚĂǀĞďĞĞŶƉƌŽƉŽƐĞĚĨŽƌŝŶǀĞƐƟŐĂƟŶŐƚŚĞƐĞŶƐŝƟǀŝƚǇĚŝīĞƌĞŶĐĞƐŽĨŝŶĚŝǀŝĚƵĂů
ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƚŽZK^΀ϯϮ΁͘WƌŽŽĨŽĨĐŽŶĐĞƉƚǁĂƐƚŚĞĐŽŶĮƌŵĂƟŽŶŽĨƚǁŽŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐŶĞĂƌƚŚĞͲƚĞƌŵŝŶĂů
ŚĞůŝǆŽĨĐĂůŵŽĚƵůŝŶƚŚĂƚĂƌĞƐĞůĞĐƟǀĞůǇŽǆŝĚŝǌĞĚ͕ƌĞƐƵůƟŶŐŝŶĂŶĂĐƟǀĂƟŽŶůŽƐƐŽĨĂƉůĂƐŵĂŵĞŵďƌĂŶĞ
ĂͲdWĂƐĞ΀ϯϯ΁͘dŚƵƐ͕ƚŽŐĞƚŚĞƌǁŝƚŚƉƌŽƚĞŽŵŝĐƚŽŽůƐ͕ƚŚĞƐĞƉƌĞĚŝĐƟŽŶƐŽĨƐĞŶƐŝƟǀĞŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐĐĂŶůĞĂĚ
ƚŽƚŚĞĚŝƐĐŽǀĞƌǇŽĨƌĞĚŽǆƐƚƌĞƐƐƐĞŶƐŽƌƐŝŶƌĞƐƉŽŶƐĞƚŽŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ͘
WZKdKD/d,EK>K'/^&KZ^dhz/E'Dd,/KE/E^h>&Ky/
ůƚŚŽƵŐŚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐĂƌĞŚŝŐŚůǇƐƵƐĐĞƉƚŝďůĞ ƚŽŽǆŝĚĂƚŝŽŶ͕ƵŶƚŝů ƌĞĐĞŶƚůǇŶŽĂĚĞƋƵĂƚĞƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐ
ŵĞƚŚŽĚŽůŽŐŝĞƐĞǆŝƐƚĞĚƚŽŝĚĞŶƟĨǇƚŚĞĞǆĂĐƚƐŝƚĞƐŽĨŽǆŝĚĂƟŽŶĂŶĚƋƵĂŶƟĨǇƚŚĞĚĞŐƌĞĞŽĨŽǆŝĚĂƟŽŶĂŶĚ
ƚŚĞĂǀĂŝůĂďůĞĂŶƟͲDĞƚ^KĂŶƟďŽĚŝĞƐƐƵīĞƌĨƌŽŵĂƐƉĞĐŝĮĐĐƌŽƐƐͲƌĞĂĐƟǀŝƚǇ΀ϯϰ͕ϯϱ΁͘
ƐŽǆŝĚĂƟŽŶŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞůĞĂĚƐƚŽĂϭϲĂŝŶĐƌĞĂƐĞ͕DĞƚ^KƉĞƉƟĚĞƐĂƌĞŽŌĞŶĞĂƐŝůǇĚĞƚĞĐƚĞĚĨŽůůŽǁŝŶŐ
>ͲD^ͬD^ĂŶĂůǇƐŝƐŽĨƉƌŽƚĞŽůǇƟĐĂůůǇĐůĞĂǀĞĚƉƌŽƚĞŽŵĞƐ͘ůƚŚŽƵŐŚƚŚŝƐƚĞĐŚŶŝƋƵĞŚĂĚďĞĞŶƚĞƐƚĞĚŽŶůǇ
ŽŶƐŝŶŐůĞƉƌŽƚĞŝŶƐŝŶǀŝƚƌŽ΀ϯϲ΁͕ŝƚǁĂƐƵƐĞĚĂůƐŽŽŶArabidopsisůĞĂĨĞǆƚƌĂĐƚƐŝŶǁŚŝĐŚƉƌŽƚĞŝŶŽǆŝĚĂƟŽŶ
ĐŽƵůĚďĞƋƵĂŶƚŝĨŝĞĚ͕ĐŽŵďŝŶĞĚǁŝƚŚƐƚĂďůĞ ŝƐŽƚŽƉŝĐĐĂůŝďƌĂƚŝŽŶ΀ϯϬ΁͘ƐDĞƚ^KͲĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐƉĞƉƚŝĚĞƐ
ǁĞƌĞŶŽƚĞŶƌŝĐŚĞĚƉƌŝŽƌƚŽĂŶĂůǇƐŝƐ͕ƚŚĞƐĞƉĞƉƟĚĞƐĂƌĞĞǆƉĞĐƚĞĚƚŽďĞƵŶĚĞƌƌĞƉƌĞƐĞŶƚĞĚ͕ŐŝǀĞŶƚŚĞ
ĐŽŵƉůĞǆďĂĐŬŐƌŽƵŶĚŽĨƚŚĞĂŶĂůǇƚĞŵŝǆƚƵƌĞ͘ŶŽƚŚĞƌĐƌŝƟĐĂůƉŽŝŶƚ ŝƐƚŚĞůĂĐŬŽĨĚŝƐƟŶĐƟŽŶďĞƚǁĞĞŶ 
in vivoŽǆŝĚĂƟŽŶĂŶĚƚŚĞŝŶĞǀŝƚĂďůĞŽǆŝĚĂƟŽŶĂƌŝƐŝŶŐĚƵƌŝŶŐƐĂŵƉůĞƉƌĞƉĂƌĂƟŽŶ͘dŚĞĐŽŵďŝŶĞĚĨƌĂĐƟŽŶĂů
ĚŝĂŐŽŶĂůĐŚƌŽŵĂƚŽŐƌĂƉŚǇ;K&Z/ͿŵĞƚŚŽĚŽǀĞƌĐŽŵĞƐƚŚŝƐƉƌŽďůĞŵďǇĞŶƌŝĐŚŵĞŶƚ ĨŽƌDĞƚ^KͲ
ĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐƉĞƉƟĚĞƐ;dĂďůĞϭͿ͘EŽƚŽŶůǇĚŽĞƐƚŚŝƐƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐƚĞĐŚŶŽůŽŐǇŝĚĞŶƟĨǇƚŚĞƐŝƚĞŽĨŽǆŝĚĂƟŽŶ͕
ŝƚĂůƐŽĞŶĂďůĞƐŵĞĂƐƵƌŝŶŐƚŚĞĚĞŐƌĞĞŽĨŽǆŝĚĂƟŽŶĂŶĚĐŽƌƌĞĐƚƐĨŽƌƐƉŽŶƚĂŶĞŽƵƐŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ
ŽĐĐƵƌƌŝŶŐĚƵƌŝŶŐƐĂŵƉůĞƉƌĞƉĂƌĂƟŽŶ͘/ŶĞƐƐĞŶĐĞ͕K&Z/ĂůƚĞƌƐDĞƚ^KďĂĐŬƚŽŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƚŚƌŽƵŐŚ
ĂŵŝǆƚƵƌĞŽĨƌĞĐŽŵďŝŶĂŶƚŚƵŵĂŶDƐƌĂŶĚDƐƌϯ͕ŝŶͲďĞƚǁĞĞŶĐŽŶƐĞĐƵƟǀĞ͕ŝĚĞŶƟĐĂůZWͲ,W>ƉĞƉƟĚĞ
ƐĞƉĂƌĂƟŽŶƐ͘ZĞĚƵĐƟŽŶŽĨDĞƚ^KƌĞƐƵůƚƐŝŶĂŚǇĚƌŽƉŚŽďŝĐƐŚŝŌŽĨƚŚĞĂīĞĐƚĞĚƉĞƉƟĚĞƐ͕ůĞĂĚŝŶŐƚŽƚŚĞŝƌ
ƐƉĞĐŝĮĐĞŶƌŝĐŚŵĞŶƚ΀ϯϳ΁͘ŶĞůĞĐƚƌŽƉŚŽƌĞƟĐŵŽďŝůŝƚǇƐŚŝŌĂƐƐĂǇǁĂƐĂŶŽƚŚĞƌŵĞƚŚŽĚĚĞǀĞůŽƉĞĚƚŽĚĞƚĞĐƚ
ŽǆŝĚŝǌĞĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐŽŶƉŽůǇĂĐƌǇůĂŵŝĚĞŐĞůƐ;dĂďůĞϭͿ͘ǇĂůŬǇůĂƟŽŶŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐ͕ĂĐŚĂƌŐĞĐŚĂŶŐĞŝƐ
ŝŶƚƌŽĚƵĐĞĚǁŚŝĐŚƐŚŝŌƐƚŚĞŵŽďŝůŝƚǇŽĨƚŚĞƉƌŽƚĞŝŶŽŶĂŶĂĐŝĚŝĐŐĞůƌĞůĂƟǀĞƚŽƚŚĞĂůŬǇůĂƟŽŶͲƌĞƐŝƐƚĂŶƚ
ƐƵůĨŽǆŝĚĞĨŽƌŵ΀ϯϴ΁͘
ZĞĐĞŶƚůǇ͕ĂůƐŽƚŝƚĂŶŝƵŵĚŝŽǆŝĚĞďĞĂĚƐ͕ƉƌĞǀŝŽƵƐůǇƵƐĞĚƚŽĞŶƌŝĐŚƉŚŽƐƉŚŽƉĞƉƚŝĚĞƐ͕ǁĞƌĞĞǆƉůŽŝƚĞĚ
ƚŽĞŶƌŝĐŚDĞƚKƉĞƉƚŝĚĞƐ ΀ϯϵ΁ ;dĂďůĞϭͿ͘ǇƵƐŝŶŐƚŚŝƐĂƉƉƌŽĂĐŚ͕ŽǆŝĚĂƚŝŽŶͲƐĞŶƐŝƚŝǀĞƉƌŽƚĞŝŶƐǁĞƌĞ
ŝĚĞŶƚŝĨŝĞĚ ŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐĐĞůů ĐƵůƚƵƌĞƐ ƚƌĞĂƚĞĚǁŝƚŚĂĐĞůůͲƉĞƌŵĞĂŶƚƐĞĐŽŶĚŵĞƐƐĞŶŐĞƌĂŶĂůŽŐƵĞ͕ 
ϯϬ
ŚĂƉƚĞƌϮ
ϴͲďƌŽŵŽͲϯ͕ϱͲĐǇĐůŝĐŐƵĂŶŽƐŝŶĞŵŽŶŽƉŚŽƐƉŚĂƚĞ;ϴͲƌͲĐ'DWͿ͘dŚŝƐĐ'DWͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ
ǁĂƐƐŚŽǁŶƚŽƉĂƌƟĐƵůĂƌůǇĂīĞĐƚƐƚƌĞƐƐƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞƉƌŽƚĞŝŶƐ΀ϯϵ΁͘
dŚƵƐĨĂƌ͕ ŵŽƐƚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶƐƚƵĚŝĞƐŝŶƉůĂŶƚƐĨŽĐƵƐĞĚŽŶƚŚĞĞīĞĐƚŽĨŵƵƚĂŶƚD^ZƐŽŶƐƚƌĞƐƐ
ƌĞƐŝƐƚĂŶĐĞĂŶĚŚĂǀĞƌĞǀĞĂůĞĚƚŚĞŝƌ ŝŶǀŽůǀĞŵĞŶƚŝŶƐŝŐŶĂůŝŶŐƉĂƚŚǁĂǇƐĂŶĚĚĞƚŽǆŝĮĐĂƟŽŶŵĞĐŚĂŶŝƐŵƐ
ĚƵƌŝŶŐĚĞǀĞůŽƉŵĞŶƚĂŶĚƐƚƌĞƐƐĐŽŶĚŝƟŽŶƐ΀ϭϴ΁͘ůƐŽ͕ƐƵďƐƟƚƵƟŽŶŽĨĐŽŶƐĞƌǀĞĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐďǇůĞƵĐŝŶĞƐ
is used on ArabidopsisƉƌŽƚĞŝŶƐƚŽƐƚƵĚǇƚŚĞďŝŽůŽŐŝĐĂůĞīĞĐƚŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ΀ϰϬ΁͘ZĞĐĞŶƚůǇ͕
ArabidopsisƉůĂƐƚŝĚŝĂůD^ZϭƐƵďƐƚƌĂƚĞƐŚĂǀĞďĞĞŶƐƚƵĚŝĞĚǁŝƚŚĂĨĨŝŶŝƚǇĐŚƌŽŵĂƚŽŐƌĂƉŚǇƚŽ ŝƐŽůĂƚĞ
ƉŽƚĞŶƚŝĂůƐƵďƐƚƌĂƚĞƐ ΀ϰϭ΁͘ ;dĂďůĞϭͿ͘ŶŽǀĞƌǀŝĞǁŽĨ ƚŚĞĞŶƌŝĐŚŵĞŶƚƐƚƌĂƚĞŐŝĞƐ ƚŽĐĂƉƚƵƌĞŽǆŝĚŝǌĞĚ
ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƉĞƉƟĚĞƐŝƐŐŝǀĞŶďĞůŽǁ͘       
DĞƚŚŽĚ ZĞĨĞƌĞŶĐĞ ŶƌŝĐŚŵĞŶƚƐƚƌĂƚĞŐǇ
K&Z/ ΀ϯϳ΁ D^ZƌĞĚƵĐƟŽŶŝŶͲďĞƚǁĞĞŶĐŽŶƐĞĐƵƟǀĞ
ZWͲ,W>ƐĞƉĂƌĂƟŽŶƐ
ŵŽďŝůŝƚǇƐŚŝŌĂƐƐĂǇ ΀ϯϴ΁ ĞůĞĐƚƌŽƉŚŽƌĞƟĐƐŚŝŌƵƉŽŶ
ĂůŬǇůĂƟŽŶŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ
ĂĸŶŝƚǇĐŚƌŽŵĂƚŽŐƌĂƉŚǇ
΀ϯϵ΁ ƟƚĂŶŝƵŵĚŝŽǆŝĚĞďĞĂĚƐĞŶƌŝĐŚ
ĨŽƌŽǆŝĚŝǌĞĚƉĞƉƟĚĞƐ
΀ϰϬ΁ D^ZďŝŶĚƐƚŽŝƚƐDĞƚKƐƵďƐƚƌĂƚĞƐ
 
dĂďůĞϭ͘KǀĞƌǀŝĞǁŽĨƚŚĞĞŶƌŝĐŚŵĞŶƚƐƚƌĂƚĞŐŝĞƐƚŽŝƐŽůĂƚĞŽǆŝĚŝǌĞĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƉĞƉƟĚĞƐ͘
dzZK^/EE/dZd/KE
EŝƚƌĂƟŽŶŽĨƚǇƌŽƐŝŶĞƐŝƐĂƚǁŽͲƐƚĞƉƉƌŽĐĞƐƐ͕ ŝŶǀŽůǀŝŶŐƚŚĞĨŽƌŵĂƟŽŶŽĨĂƚǇƌŽƐǇůƌĂĚŝĐĂůĂŶĚĂŶŝƚƌŽŐĞŶ
ĚŝŽǆŝĚĞƌĂĚŝĐĂůƚŽŐĞŶĞƌĂƚĞϯͲŶŝƚƌŽƚǇƌŽƐŝŶĞŝŶǁŚŝĐŚƚŚĞŶŝƚƌŽŐƌŽƵƉŝƐĂĚĚĞĚŽŶƚŽŽŶĞŽĨƚŚĞƚǁŽŽƌƚŚŽͲ
ĐĂƌďŽŶƐŽĨƚŚĞƉŚĞŶŽůŝĐƌŝŶŐ΀ϰϮ΁;&ŝŐƵƌĞϯͿ͘WĞƌŽǆŝŶŝƚƌŝƚĞ;KEKKоͿ͕in vivoƌĞƐƉŽŶƐŝďůĞĨŽƌƚŚĞŽǆŝĚĂƟŽŶ
ĂŶĚŶŝƚƌĂƟŽŶŽĨƚǇƌŽƐŝŶĞƚŚƌŽƵŐŚŝƚƐƌĂĚŝĐĂůƉƌŽĚƵĐƚƐභK,ĂŶĚභEKϮ͕ŝƐĨŽƌŵĞĚďǇĂŶŝŶƚĞƌĂĐƟŽŶďĞƚǁĞĞŶ
ZK^ĂŶĚZE^͘ŽƚŚƚŚĞŝŶƚĞƌĂĐƟŽŶŽĨŶŝƚƌŝĐŽǆŝĚĞƌĂĚŝĐĂůƐǁŝƚŚƐƵƉĞƌŽǆŝĚĞĂŶŝŽŶ;භEKнභKϮ
оїKEKKоͿ
ĂƐǁĞůůĂƐ ƚŚĞŚĞŵĞƉĞƌŽǆŝĚĂƐĞͲŵĞĚŝĂƚĞĚƌĞĂĐƚŝŽŶŽĨŶŝƚƌŝƚĞǁŝƚŚŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞ;EKϮ
он,ϮKϮ
їKEKKоͿĂƌĞĐŽŶƐŝĚĞƌĞĚƚŽďĞƚŚĞƚǁŽŵŽƐƚǁŝĚĞůǇ ŝŶǀŽŬĞĚŵĞĐŚĂŶŝƐŵƐůĞĂĚŝŶŐƚŽŶŝƚƌĂƟŽŶ΀ϰϯ΁͘
tyrosine nitrotyrosine
OH
O
NH2
OH
OH
O
NH2
OHO2N
RNS

&ŝŐƵƌĞϯ͗dǇƌŽƐŝŶĞŶŝƚƌĂƟŽŶ  
dǇƌŽƐŝŶĞ ŝƐ ƐƵƐĐĞƉƚŝďůĞ ƚŽ ƚŚĞ ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶǁŝƚŚ ƌĞĂĐƚŝǀĞ ŶŝƚƌŽŐĞŶ ƐƉĞĐŝĞƐ͕ ǁŚŝĐŚ ƌĞƐƵůƚƐ ŝŶ ƚŚĞ ĨŽƌŵĂƚŝŽŶ ŽĨ
ϯͲŶŝƚƌŽƚǇƌŽƐŝŶĞ͕  ǁŚĞƌĞ ƚŚĞ ŶŝƚƌŽ ŐƌŽƵƉ ŝƐ  ĂĚĚĞĚ ŽŶƚŽ ŽŶĞ ŽĨ  ƚŚĞ ƚǁŽ ŽƌƚŚŽͲĐĂƌďŽŶƐ ŽĨ  ƚŚĞ ƉŚĞŶŽů ŝĐ  ƌ ŝŶŐ͘
ϯϭ
W>EdWZKd/E^hEZKy/d/sdd<
ůƚŚŽƵŐŚĂďŝŽůŽŐŝĐĂůĚĞŶŝƚƌĂƟŽŶĞŶǌǇŵĂƟĐƐǇƐƚĞŵŝƐǇĞƚƚŽďĞŝĚĞŶƟĮĞĚ͕ƐĞůĞĐƟǀĞĚĞŶŝƚƌĂƟŽŶĂĐƟǀŝƟĞƐ
ŚĂǀĞďĞĞŶƌĞƉŽƌƚĞĚŝŶĚŝīĞƌĞŶƚŵĂŵŵĂůŝĂŶĞǆƚƌĂĐƚƐ΀ϰϮ΁͘dǇƌŽƐŝŶĞŶŝƚƌĂƟŽŶǁĂƐĨŽƵŶĚƚŽďĞƐĞůĞĐƟǀĞ
ĂŶĚĚĞƉĞŶĚĞŶƚŽŶƐĞǀĞƌĂůĨĂĐƚŽƌƐ͕ŝŶĐůƵĚŝŶŐƚŚĞƚǇƌŽƐŝŶĞůŽĐĂƟŽŶĂƚƚŚĞƉƌŽƚĞŝŶ Ɛ͛ƐƵƌĨĂĐĞ;ƉŽƐŝƟŽŶĞĚŝŶ
ĂůŽŽƉ͕ǁŝƚŚĞǆƉŽƐƵƌĞŽĨŝƚƐĂƌŽŵĂƟĐƌŝŶŐƚŽƚŚĞƐƵƌĨĂĐĞͲƉƌŽŵŽƟŶŐŶŝƚƌĂƟŽŶͿ͕ƚŚĞƉƌŽǆŝŵŝƚǇŽĨĂŵŝŶŽ
ĂĐŝĚƐŽĨŽƉƉŽƐŝƚĞĐŚĂƌŐĞƐƚŚĂƚƉƌŽŵŽƚĞŶŝƚƌĂƟŽŶ͕ƚŚĞǀŝĐŝŶŝƚǇŽĨĐǇƐƚĞŝŶĞƌĞƐŝĚƵĞƐ͕ĂŶĚƚŚĞƉƌŽǆŝŵŝƚǇ
ŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐƚŽƚŚĞƐŝƚĞǁŚĞƌĞŶŝƚƌĂƟŶŐĂŐĞŶƚƐĂƌĞŐĞŶĞƌĂƚĞĚ΀ϰϰͲϰϳ΁͘ĚĚŝƟŽŶŽĨĂƐŝŶŐůĞŶŝƚƌŽŐƌŽƵƉ
ĐĂŶŝŶŇŝĐƚŵŽůĞĐƵůĂƌĐŚĂŶŐĞƐ͕ƐƵĐŚĂƐĂƐŚŝŌŝŶƚŚĞůŽĐĂůƉ<ĂͲǀĂůƵĞŽĨƚŚĞƚǇƌŽƐŝŶĞŚǇĚƌŽǆǇůŐƌŽƵƉ;ĨƌŽŵ
ϭϬ͘ϭƚŽϳ͘ϮͿ͕ǁŚŝĐŚ͕ŝŶƚƵƌŶ͕ŚĂǀĞĨƵŶĐƟŽŶĂůĐŽŶƐĞƋƵĞŶĐĞƐĚƵĞƚŽ;ůŽĐĂůͿĐŽŶĨŽƌŵĂƟŽŶĂůĐŚĂŶŐĞƐ΀ϰϯ΁͘
/ŶŐĞŶĞƌĂů͕ƚŚĞŝŵƉŽƌƚĂŶĐĞŽĨƚǇƌŽƐŝŶĞŶŝƚƌĂƟŽŶĚƵƌŝŶŐďŝŽƟĐĂŶĚĂďŝŽƟĐƐƚƌĞƐƐĞƐŝƐďĞƐƚƐƚƵĚŝĞĚ΀ϰϴͲϱϭ΁͕
ďƵƚƚŚĞƌĞ ŝƐ ŝŶĐƌĞĂƐŝŶŐĞǀŝĚĞŶĐĞŽĨďĂƐĂůŶŝƚƌĂƟŽŶůĞǀĞůƐ͕ƚŚƵƐƐƵŐŐĞƐƟŶŐƚŚĂƚƚǇƌŽƐŝŶĞŶŝƚƌĂƟŽŶŝƐĂ
ĐŽŶƐƟƚƵĞŶƚŽĨƚŚĞŶŽƌŵĂůĐĞůůƉŚǇƐŝŽůŽŐǇ΀ϱϮͲϱϰ΁͘ǇŵĞĂŶƐŽĨĂŶƟͲŶŝƚƌŽƚǇƌŽƐŝŶĞĂŶƟďŽĚŝĞƐ͕ĂŶƵŵďĞƌŽĨ
ŝŵŵƵŶŽƌĞĂĐƟǀĞďĂŶĚƐǁĞƌĞĨŽƵŶĚƚŚĂƚŝŶƚĞŶƐŝĨǇŽƌĂƉƉĞĂƌƵŶĚĞƌĚŝīĞƌĞŶƚƐƚƌĞƐƐĞƐŝŶĚŝīĞƌĞŶƚƉůĂŶƚƐ͘
/ŶŽůŝǀĞ;Olea europaeaͿ͕ƚŚĞŝŶƚĞŶƐŝƚǇĂŶĚŶƵŵďĞƌƐŽĨŶŝƚƌĂƚĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐŝŶƚŚĞŵŽůĞĐƵůĂƌŵĂƐƐƌĂŶŐĞ
ďĞƚǁĞĞŶϰϰĂŶĚϲϬŬĂŝŶĐƌĞĂƐĞĚĚƵƌŝŶŐƐĂůƚƐƚƌĞƐƐ΀ϱϱ΁͘dƌĞĂƚŵĞŶƚŽĨƚŽďĂĐĐŽ;EŝĐŽƟĂŶĂƚĂďĂĐƵŵͿ
ƌŝŐŚƚͲzĞůůŽǁ;zͲϮͿƐƵƐƉĞŶƐŝŽŶĐĞůůƐǁŝƚŚĞŝƚŚĞƌϯͲŵŽƌƉŚŽůŝŶŽƐǇĚŶŽŶŝŵŝŶĞ;^/EͲϭͿ͕ĂƉĞƌŽǆŝŶŝƚƌŝƚĞ
ŐĞŶĞƌĂƚŽƌ͕ ŽƌŝŶĨĞƐƟŶϭ;/E&ϭͿ͕ĂŶĞůŝĐŝƚŽƌƉƌŽƚĞŝŶĨƌŽŵPhytophthora infestans͕ƌĞƐƵůƚĞĚŝŶŝŵŵƵŶŽƐƚĂŝŶŝŶŐ
ŽĨϮϬŬĂĂŶĚϱϬŬĂƉƌŽƚĞŝŶďĂŶĚƐ΀ϰϴ΁͘/ŶĂŶĂŶƟƐĞŶƐĞŶŝƚƌŝƚĞƌĞĚƵĐƚĂƐĞƚƌĂŶƐĨŽƌŵĂŶƚŽĨƚŽďĂĐĐŽ͕ƚŚĞ
ƚǇƌŽƐŝŶĞŶŝƚƌĂƟŽŶŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐǁŝƚŚŵŽůĞĐƵůĂƌŵĂƐƐĞƐďĞƚǁĞĞŶϭϬĂŶĚϱϬŬĂŝŶĐƌĞĂƐĞĚĂƐǁĞůů͕ĂƐĂůƐŽ
ĚĞƚĞĐƚĞĚ ŝŶǀŝƚƌŽĂŌĞƌĂĚĚŝƟŽŶŽĨƉĞƌŽǆǇŶŝƚƌŝƚĞƚŽƚŽďĂĐĐŽ ůĞĂĨĞǆƚƌĂĐƚƐ΀ϱϲ΁͘^ƵŶŇŽǁĞƌ;Helianthus 
annuusͿĐƵůƟǀĂƌƐƌĞƐŝƐƚĂŶƚĂŶĚƐƵƐĐĞƉƟďůĞƚŽĂŵŝůĚĞǁƉĂƚŚŽŐĞŶ;Plasmopara halstediiͿƐŚŽǁĚŝīĞƌĞŶƚ
ƚǇƌŽƐŝŶĞŶŝƚƌĂƟŽŶƉƌŽĮůĞƐĂŌĞƌŝŶĨĞĐƟŽŶ͗ŝŶƚŚĞƵŶŝŶĨĞĐƚĞĚƐƵƐĐĞƉƟďůĞĐƵůƟǀĂƌ͕ ƚŚƌĞĞŶŝƚƌĂƚĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐŽĨ
ϰϳ͕ϱϵ͕ĂŶĚϲϴŬĂǁĞƌĞĚĞƚĞĐƚĞĚǁŝƚŚŝŶƚĞŶƐŝĮĐĂƟŽŶŽĨƚŚĞϲϴŬĂďĂŶĚĂŌĞƌŝŶĨĞĐƟŽŶ͕ďƵƚŶŽƚŝŶƚŚĞ
ƌĞƐŝƐƚĂŶƚĐƵůƟǀĂƌ΀ϱϳ΁͘ůƐŽŝŶƉĞĂ;WŝƐƵŵƐĂƟǀƵŵͿƉůĂŶƚƐƐƵďũĞĐƚĞĚƚŽƐŝǆĚŝīĞƌĞŶƚĂďŝŽƟĐƐƚƌĞƐƐĞƐ͕ƚŚĞ
ƐƚĂŝŶŝŶŐŽĨƐŽŵĞŝŵŵƵŶŽƌĞĂĐƟǀĞďĂŶĚƐŝŶƚŚĞƌĂŶŐĞϮϵʹϱϵŬĂǁĂƐĞŶŚĂŶĐĞĚĂŶĚŽŶůǇŽŶĞĂĚĚŝƟŽŶĂů
ďĂŶĚŽĨϳϯŬĂĂƉƉĞĂƌĞĚĂŌĞƌĞǆƉŽƐƵƌĞƚŽŚŝŐŚŽƌůŽǁƚĞŵƉĞƌĂƚƵƌĞŽƌŚŝŐŚůŝŐŚƚƐƚƌĞƐƐ΀ϱϬ΁͘/ŶƚŚĞĮƌƐƚ
ŶŝƚƌĂƟŽŶƐƚƵĚǇŝŶArabidopsis͕ƉůĂŶƚƐǁĞƌĞŝŶŽĐƵůĂƚĞĚǁŝƚŚƚŚĞĂǀŝƌƵůĞŶƚƐƚƌĂŝŶ;ĂǀƌͿŽĨPseudomonas 
syringaeĂŶĚĐŚĂŶŐĞƐŝŶƚŚĞƚǇƌŽƐŝŶĞŶŝƚƌĂƟŽŶƐƚĂƚƵƐŽǀĞƌƟŵĞǁĞƌĞŵŽŶŝƚŽƌĞĚ͘tĞƐƚĞƌŶďůŽƚĂŶĂůǇƐŝƐ
ĂŐĂŝŶƌĞǀĞĂůĞĚƚŚĞƉƌĞƐĞŶĐĞŽĨƚǇƌŽƐŝŶĞͲŶŝƚƌĂƚĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐŝŶƚŚĞŶŽŶƚƌĞĂƚĞĚƐĂŵƉůĞ͕ďƵƚǁŝƚŚĂƐƚƌŽŶŐůǇ
ŝŶƚĞŶƐŝĮĞĚƐŝŐŶĂůĚƵƌŝŶŐƚŚĞĐŽƵƌƐĞŽĨŝŶĨĞĐƟŽŶ΀ϱϭ΁͘&ŝŶĂůůǇ͕ ŝŶϮtĞƐƚĞƌŶďůŽƚƐ͕ϭϮĚŝīĞƌĞŶƟĂůůǇƚǇƌŽƐŝŶĞͲ
ŶŝƚƌĂƚĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐǁĞƌĞŝĚĞŶƟĮĞĚĚƵƌŝŶŐƚŚĞŚǇƉĞƌƐĞŶƐŝƟǀŝƚǇƌĞƐƉŽŶƐĞĂŶĚƚŚĞƐĞƉƌŽƚĞŝŶƐĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚĞĚ
ƚŽƚŚĞƉƌĞǀŝŽƵƐůǇĚĞƚĞĐƚĞĚŶŝƚƌĂƚĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐ ŝŶƉĞƌŽǆǇŶŝƚƌŝƚĞͲŝŶĮůƚƌĂƚĞĚArabidopsis ůĞĂǀĞƐƚŚĂƚǁĞƌĞ
ŵĂŝŶůǇ ŝŶǀŽůǀĞĚŝŶƉŚŽƚŽƐǇŶƚŚĞƐŝƐ͕ŐůǇĐŽůǇƐŝƐ͕ĂŶĚŶŝƚƌĂƚĞĂƐƐŝŵŝůĂƟŽŶ΀ϱϭ΁͘ŶŽƚŚĞƌƐƚƵĚǇĨŽĐƵƐĞĚŽŶ
ŶĂƟǀĞƉŚŽƚŽƐǇŶƚŚĞƟĐĐŽŵƉůĞǆĞƐŝŶƚŚĞƚŚǇůĂŬŽŝĚŵĞŵďƌĂŶĞŽĨA. thaliana ůĞĂǀĞƐĂĚĂƉƚĞĚƚŽŐƌŽǁƚŚ
ůŝŐŚƚĂŶĚƐƵďƐĞƋƵĞŶƚůǇĞǆƉŽƐĞĚƚŽŚŝŐŚůŝŐŚƚ͘dŚĞŵĂũŽƌŝƚǇŽĨƚŚĞϮϯƚǇƌŽƐŝŶĞƌĞƐŝĚƵĞƐĚĞƚĞĐƚĞĚŝŶĮǀĞ 
ƉŚŽƚŽƐǇƐƚĞŵ/ĂŶĚŶŝŶĞƉŚŽƚŽƐǇƐƚĞŵ//ƉƌŽƚĞŝŶƐǁŝƚŚĂůƚĞƌĞĚŶŝƚƌĂƟŽŶůĞǀĞůƐ΀ϱϴ΁ƐŚŽǁĞĚĂĚĞĐƌĞĂƐĞƵƉŽŶ
ĞǆƉŽƐƵƌĞƚŽŚŝŐŚůŝŐŚƚ͘/ŶTaxus cuspidataƐƵƐƉĞŶƐŝŽŶĐĞůůƐ͕ŶŝƚƌŽƚǇƌŽƐŝŶĞůĞǀĞůƐŝŶĐƌĞĂƐĞĚĚƵƌŝŶŐƐŚĞĂƌƐƚƌĞƐƐ
ƚŚĂƚĐŽƌƌĞůĂƚĞĚǁŝƚŚƚŚĞŝŶŚŝďŝƟŽŶŽĨŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ^ͲƚƌĂŶƐĨĞƌĂƐĞďǇĚŝīĞƌĞŶƚƌĞĂĐƟǀĞŶŝƚƌŽŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐ΀ϰϵ΁͘
KĨƚŚĞĨĞǁŝŶͲĚĞƉƚŚƐƚƵĚŝĞƐŽŶƚŚĞĨƵŶĐƟŽŶĂůĞīĞĐƚŽĨƚǇƌŽƐŝŶĞŶŝƚƌĂƟŽŶŝŶƉůĂŶƚƉƌŽƚĞŝŶƐ͕ƚŚĞĮƌƐƚŽŶĞ
ƌĞƉŽƌƚĞĚƚŚĞĐǇƚŽƐŽůŝĐKͲĂĐĞƚǇůƐĞƌŝŶĞ;ƚŚŝŽůͿůǇĂƐĞĞŶǌǇŵĞ;K^ϭͿ ŝŶArabidopsis͕ǁŚŝĐŚĐĂƚĂůǇǌĞƐƚŚĞ
ůĂƐƚƐƚĞƉŽĨƐƵůĨƵƌĂƐƐŝŵŝůĂƟŽŶĂŶĚ͕ŚĞŶĐĞ͕ ŝƐĐƌƵĐŝĂůĨŽƌĐǇƐƚĞŝŶĞŚŽŵĞŽƐƚĂƐŝƐ͘EŝƚƌĂƟŽŶŽĨƚŚĞdǇƌϯϬϮ
ϯϮ
ŚĂƉƚĞƌϮ
ƌĞƐŝĚƵĞƐƚƌŽŶŐůǇ ŝŶŚŝďŝƚĞĚŝƚƐĂĐƟǀŝƚǇĚƵĞƚŽĂĚƌĂƐƟĐƌĞĚƵĐƟŽŶŽĨƐƵďƐƚƌĂƚĞďŝŶĚŝŶŐ;KͲĂĐĞƚǇůƐĞƌŝŶĞͿ
ĂŶĚ ƌĞĚƵĐĞĚ ƐƚĂďŝůŝƚǇŽĨ ƚŚĞ ĐŽĨĂĐƚŽƌ ;ƉǇƌŝĚŽǆĂůͲϱ഻ͲƉŚŽƐƉŚĂƚĞͿ ƚŚƌŽƵŐŚŚǇĚƌŽŐĞŶďŽŶĚƐ ΀ϱϵ΁͘
EŝƚƌĂƟŽŶŽĨƚŚĞMedicago truncatulaŶŽĚƵůĞĞŶǌǇŵĞŐůƵƚĂŵŝŶĞƐǇŶƚŚĂƐĞϭ;Dƚ'^ϭͿŽŶdǇƌϭϲϳƌĞƐƵůƚƐŝŶĂ
ĐŽŵƉůĞƚĞůŽƐƐŽĨĞŶǌǇŵĞĂĐƟǀŝƚǇ΀ϲϬ΁͘dŚĞƌĞďǇ͕ ĂĚŝƌĞĐƚƌĞůĂƟŽŶƐŚŝƉďĞƚǁĞĞŶƌĞĚƵĐĞĚŐůƵƚĂŵŝŶĞƐǇŶƚŚĂƐĞ
;'^ͿĂĐƟǀŝƚǇ͕ ŝŶĐƌĞĂƐĞĚ'^ŶŝƚƌĂƟŽŶ͕ĂŶĚƌĞĚƵĐĞĚŶŝƚƌŽŐĞŶĮǆĂƟŽŶǁĂƐĨŽƵŶĚ͘ŶŽƚŚĞƌƐƚƵĚǇƐŚŽǁĞĚ
ƚŚĂƚƚŚĞŶŽŶƐǇŵďŝŽƟĐŚĞŵŽŐůŽďŝŶĨƌŽŵDĞĚŝĐĂŐŽƐĂƟǀĂ;DŚďϭͿǁĂƐĂďůĞƚŽŵĞĚŝĂƚĞĂƵƚŽŶŝƚƌĂƟŽŶĂŶĚ
ŶŝƚƌĂƟŽŶŽĨŽƚŚĞƌƉƌŽƚĞŝŶƐŝŶƚŚĞƉƌĞƐĞŶĐĞŽĨŶŝƚƌŝƚĞĂŶĚ,ϮKϮ͘ƐƐƵĐŚ͕DŚďϭĐŽƵůĚŝŶŇƵĞŶĐĞĚŝīĞƌĞŶƚ
ĐŽŵƉŽŶĞŶƚƐŽĨƐŝŐŶĂůƚƌĂŶƐĚƵĐƟŽŶĐĂƐĐĂĚĞƐĚƵƌŝŶŐƉůĂŶƚƉĂƚŚŽŐĞŶƌĞƐƉŽŶƐĞ͕ǁŚŝĐŚǁĂƐŵĂŶŝĨĞƐƚĞĚďǇ
ƐĞůĞĐƟǀĞƵƉƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨƉĂƚŚŽŐĞŶͲŝŶĚƵĐŝďůĞŐĞŶĞƐŝŶArabidopsisDŚďϭͲŽǀĞƌĞǆƉƌĞƐƐŝŶŐƉůĂŶƚƐŝŶĨĞĐƚĞĚ
ǁŝƚŚP. syringae΀ϲϭ΁͘
dǇƌŽƐŝŶĞŶŝƚƌĂƟŽŶŝƐŶŽƚŽŶůǇĐŽŶƐŝĚĞƌĞĚƚŽŽĐĐƵƌĚƵƌŝŶŐĞǆƉŽƐƵƌĞƚŽƐƚƌĞƐƐ͕ďƵƚĂůƐŽŚĂƐďĞĞŶƌĞĐŽŐŶŝǌĞĚ
ƌĞĐĞŶƚůǇĂƐĂŶŝŶƚĞŐƌĂůƉĂƌƚŽĨƚŚĞƉŚǇƐŝŽůŽŐŝĐĂůƐƚĂƚƵƐŽĨƚŚĞĐĞůů͕ŝƌƌĞƐƉĞĐƟǀĞŽĨƉĂƚŚŽůŽŐŝĐĂůƉƌŽĐĞƐƐĞƐ͘
ƐƚƵĚǇŽŶɲͲƚƵďƵůŝŶƚǇƌŽƐŝŶĞŶŝƚƌĂƟŽŶŝŶƚŽďĂĐĐŽzͲϮƐƵƐƉĞŶƐŝŽŶĐĞůůƐ΀ϱϰ΁ǁĂƐůŝŶŬĞĚǁŝƚŚƉƌĞǀŝŽƵƐƌĞƉŽƌƚƐ
ŝŶƌŝĐĞ;KƌǇǌĂƐĂƟǀĂͿĂŶĚƚŽďĂĐĐŽĐĞůůƐŝŶǁŚŝĐŚƚŚĞƚƵďƵůŝŶŶŝƚƌĂƟŽŶŚĂĚďĞĞŶƐŚŽǁŶƚŽĂīĞĐƚĐĞůůĚŝǀŝƐŝŽŶ
ĂŶĚƚŽĚĞĐƌĞĂƐĞŵŝƚŽƟĐĮŐƵƌĞƐĂƐĂĐŽŶƐĞƋƵĞŶĐĞŽĨƌĞĚƵĐĞĚŵŝĐƌŽƚƵďƵůĞĚǇŶĂŵŝĐƐ΀ϲϮ͕ϲϯ΁͘DŽƌĞŽǀĞƌ͕ Ă
ƉŽƐƐŝďůĞŝŵƉĂĐƚŽŶƐŝŐŶĂůŝŶŐƉƌŽĐĞƐƐĞƐǁĂƐƉƌŽƉŽƐĞĚƐŝŶĐĞŶŝƚƌĂƟŽŶŽĨƚǇƌŽƐŝŶĞƌĞƐŝĚƵĞƐŵŝŐŚƚĚŝƌĞĐƚůǇŽƌ
ŝŶĚŝƌĞĐƚůǇĐŽŵƉĞƚĞ͕ŝŶŚŝďŝƚ͕ďůŽĐŬ͕ŽƌĞǀĞŶŵŝŵŝĐƉŚŽƐƉŚŽƌǇůĂƟŽŶͬĚĞƉŚŽƐƉŚŽƌǇůĂƟŽŶŽĨƚŚĞƐĂŵĞƌĞƐŝĚƵĞ
΀ϲϰ͕ϲϱ΁͘&ŝŶĂůůǇ͕ ĂŶŝŶǀĞŶƚŽƌǇŽĨƉŽƚĞŶƟĂůin vivoƚĂƌŐĞƚƐŽĨƚǇƌŽƐŝŶĞŶŝƚƌĂƟŽŶŝŶArabidopsis seedlings has 
ďĞĞŶƉƵďůŝƐŚĞĚ΀ϱϯ΁͕ůĞĂĚŝŶŐƚŽƚŚĞŝĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶŽĨϭϮϳƉƌŽƚĞŝŶƐŽĨǁŚŝĐŚϯϱйĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚĞĚƚŽƌĞƉŽƌƚĞĚ
ŶŝƚƌĂƚĞĚŶŽŶƉůĂŶƚŚŽŵŽůŽŐƐ͕ĂůƚŚŽƵŐŚŶŽŶĞŽĨƚŚĞin vivoŶŝƚƌĂƟŽŶƐŝƚĞƐĐŽƵůĚďĞŝĚĞŶƟĮĞĚďǇD^ͬD^͘
WZKdKD/d,EK>K'/^&KZ^dhz/E'dzZK^/EE/dZd/KE
/ŶƉůĂŶƚƐ͕ĂůůŽĨƚŚĞĂďŽǀĞŵĞŶƟŽŶĞĚŶŝƚƌĂƟŽŶƐƚƵĚŝĞƐŵĂĚĞƵƐĞŽĨĂŶƟͲϯͲŶŝƚƌŽƚǇƌŽƐŝŶĞĂŶƟďŽĚŝĞƐƚŚĂƚ
ǁĞƌĞƵƐĞĚĞŝƚŚĞƌŝŶtĞƐƚĞƌŶďůŽƚƐƚŽĚĞƚĞĐƚƚǇƌŽƐŝŶĞͲŶŝƚƌĂƚĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐŽƌĂƐĂŶŝŵŵƵŶŽƉƌĞĐŝƉŝƚĂŶƚƚŽƉƵůů
ĚŽǁŶƉŽƚĞŶƟĂůin vivoŶŝƚƌĂƚĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐƉƌŝŽƌƚŽ>ͲD^ͬD^ĂŶĂůǇƐŝƐ΀ϱϯ΁;&ŝŐƵƌĞϰͿ͘/ƚŝƐƚŚƵƐŶŽƚƐƵƌƉƌŝƐŝŶŐ
ƚŚĂƚŵŽƐƚŽĨƚŚĞƐĞƐƚƵĚŝĞƐĨŽĐƵƐĞĚŽŶƌĞƉŽƌƟŶŐƉŽƐƐŝďůǇŶŝƚƌĂƚĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐĂŶĚŽŶůǇĨĞǁƉŝŶƉŽŝŶƚĞĚŽƵƚ
ƚŚĞĞǆĂĐƚŶŝƚƌĂƚĞĚƐŝƚĞƐ͘dŚƵƐĨĂƌ͕ ŽŶůǇĂĐŽƵƉůĞŽĨƐƚƵĚŝĞƐŚĂǀĞĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞĚƚŚĞĨƵŶĐƟŽŶĂůŝŵƉĂĐƚŽĨ
ƚǇƌŽƐŝŶĞŶŝƚƌĂƟŽŶ͕ĂŵŽŶŐŽƚŚĞƌƐďǇŵƵƚĂƟŽŶƐƚƵĚŝĞƐǁŚĞƌĞƚǇƌŽƐŝŶĞŝƐƌĞƉůĂĐĞĚďǇĂůĂŶŝŶĞ΀ϱϵ΁͘hŶƟů
ŶŽǁ͕ƚŚĞƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐŵĞƚŚŽĚƐĨŽƌƐƚƵĚǇŝŶŐƚǇƌŽƐŝŶĞŶŝƚƌĂƟŽŶŚĂǀĞďĞĞŶƵƐĞĚŝŶŵĂŵŵĂůŝĂŶƐǇƐƚĞŵƐŽŶůǇ
;&ŝŐƵƌĞϰͿ͘dŚĞǇĂƌĞďĂƐĞĚŽŶƚŚĞƐƉĞĐŝĮĐƌĞĚƵĐƟŽŶŽĨƚŚĞŶŝƚƌŽŐƌŽƵƉŝŶƚŽĂŶĂŵŝŶŽŐƌŽƵƉ͘WƌŽƚĞŝŶƐ
ĂƌĞĚŝŐĞƐƚĞĚĂŶĚƚŚĞƌĞƐƵůƟŶŐƉĞƉƟĚĞŵŝǆƚƵƌĞŝƐƐƵďũĞĐƚĞĚƚŽĂƐĞƌŝĞƐŽĨƐƚĞƉƐƚŚĂƚĞŶƌŝĐŚĨŽƌƚŚĞŶĞǁůǇ
ĨŽƌŵĞĚĂŵŝŶŽƚǇƌŽƐŝŶĞƉĞƉƟĚĞƐƉƌŝŽƌƚŽ>ͲD^ͬD^ĂŶĂůǇƐŝƐ͘&ŝƌƐƚ͕ƉƌŝŵĂƌǇĂŵŝŶĞƐĂƌĞďůŽĐŬĞĚƉƌŝŽƌƚŽƚŚĞ
ƌĞĚƵĐƟŽŶŽĨƚŚĞŶŝƚƌŽƚǇƌŽƐŝŶĞŝŶƚŽĂŵŝŶŽƚǇƌŽƐŝŶĞ͘dŚĞŚĞŶĐĞŶĞǁůǇŝŶƚƌŽĚƵĐĞĚ͕ƉƌŝŵĂƌǇĂŵŝŶŽŐƌŽƵƉŝƐƚŚĞŶ
ŵŽĚŝĮĞĚďǇĂƌĞĂŐĞŶƚĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐĂŶĂĸŶŝƚǇĂŶĐŚŽƌ͕ ƐƵĐŚĂƐďŝŽƟŶ΀ϲϱ΁͕EͲƐƵĐĐŝŶŝŵŝĚǇů^ ͲĂĐĞƚǇůƚŚŝŽĂĐĞƚĂƚĞ
;^dͿ΀ϲϲ΁͕ĂŇƵŽƌŽŐĞŶŝĐĚĞƌŝǀĂƟǀĞ͕ϯZ͕ϰ^ͲϭʹϰͲĂŵŝŶŽŵĞƚŚǇůƉŚĞŶǇůƐƵůĨŽŶǇůƉǇƌƌŽůŝĚŝŶĞͲϯ͕ϰͲĚŝŽů;WWͿ
΀ϲϳ΁͕ŽƌĂŵĞƚĂůͲĐŚĞůĂƟŶŐŵŽƟĨ΀ϲϴ΁͕ĂůůĂůůŽǁŝŶŐĞŶƌŝĐŚŵĞŶƚŽĨƚŚĞŵŽĚŝĮĞĚϯͲĂŵŝŶŽƚǇƌŽƐŝŶĞͲĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐ
ƉĞƉƟĚĞƐ͘dŚĞĂŵŝŶŽƚǇƌŽƐŝŶĞͲĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐƉĞƉƟĚĞƐĐĂŶĂůƐŽďĞŝŵŵŽďŝůŝǌĞĚŽŶĂƐŽůŝĚͲƉŚĂƐĞĂĐƟǀĞĞƐƚĞƌ
ƌĞĂŐĞŶƚ΀ϲϵ΁͘dĂďůĞϮŐŝǀĞƐĂŶŽǀĞƌǀŝĞǁŽĨƚŚĞĚŝīĞƌĞŶƚŵĞƚŚŽĚƐƚŽŐĞƚŚĞƌǁŝƚŚƚŚĞŝƌƐƉĞĐŝĮĐďůŽĐŬŝŶŐĂŶĚ
ƌĞĚƵĐŝŶŐĂŐĞŶƚƐ͘ŶŽƚŚĞƌŵĞƚŚŽĚƚŽƐƚƵĚǇƚǇƌŽƐŝŶĞŶŝƚƌĂƟŽŶŝƐďĂƐĞĚŽŶƚŚĞK&Z/ƚĞĐŚŶŽůŽŐǇ΀ϳϬ΁͘
,ĞƌĞ͕ƚŚĞƉĞƉƟĚĞŵŝǆƚƵƌĞŝƐƐĞƉĂƌĂƚĞĚďǇZWͲ,W>ĂŶĚƉĞƉƟĚĞĨƌĂĐƟŽŶƐĂƌĞƚƌĞĂƚĞĚǁŝƚŚƐŽĚŝƵŵĚŝƚŚŝŽŶŝƚĞ
ϯϯ
W>EdWZKd/E^hEZKy/d/sdd<
ĂŶĚ͕ƐƵďƐĞƋƵĞŶƚůǇ͕ ƐĞƉĂƌĂƚĞĚƵŶĚĞƌŝĚĞŶƟĐĂůĐŽŶĚŝƟŽŶƐĂƐƚŚĞƉƌŝŵĂƌǇZWͲ,W>ƐĞƉĂƌĂƟŽŶƐƚĞƉ͘ƵĞƚŽ
ƚŚĞƌĞĚƵĐƟŽŶŽĨϯͲŶŝƚƌŽƚǇƌŽƐŝŶĞŝŶƚŽϯͲĂŵŝŶŽƚǇƌŽƐŝŶĞ͕ƚŚĞĐŚƌŽŵĂƚŽŐƌĂƉŚŝĐďĞŚĂǀŝŽƌŽĨƚŚĞůĂƩĞƌǁŝůů
ĐŚĂŶŐĞ;ŚǇĚƌŽƉŚŝůŝĐƐŚŝŌͿ͕ǁŚĞƌĞĂƐŶŽŶĂīĞĐƚĞĚƉĞƉƟĚĞƐĞůƵƚĞǁŝƚŚŝŶƚŚĞƐĂŵĞƟŵĞŝŶƚĞƌǀĂůĂƐĚƵƌŝŶŐ
ƚŚĞƉƌŝŵĂƌǇƐĞƉĂƌĂƟŽŶ͘,ĞŶĐĞ͕ƚŚĞƉĞƉƟĚĞƐǁŝƚŚĂŚǇĚƌŽƉŚŝůŝĐƐŚŝŌĂƌĞĐŽůůĞĐƚĞĚĂŶĚĂŶĂůǇǌĞĚďǇD^͘
&ŝŐƵƌĞϰ͘WƌŽƚĞŽŵŝĐƐƚĞĐŚŶŽůŽŐŝĞƐƚŽƐƚƵĚǇƚǇƌŽƐŝŶĞŶŝƚƌĂƟŽŶ͘     
dǇƌŽƐŝŶĞŶŝƚƌĂƟŽŶĐĂŶďĞƐƚƵĚŝĞĚƵƐŝŶŐŶŝƚƌŽƚǇƌŽƐŝŶĞͲƐƉĞĐŝĮĐĂŶƟďŽĚŝĞƐǀŝĂtĞƐƚĞƌŶďůŽƫŶŐŽƌďǇƵƐŝŶŐŝŵŵƵŶŽƉƌĞĐŝƉŝƚĂƟŽŶ
ǁŚĞƌĞƉƌŽƚĞŝŶƐĐĂŶďĞ ŝĚĞŶƚŝĨŝĞĚǀŝĂŵĂƐƐƐƉĞĐƚƌŽŵĞƚƌǇ ;>ͲD^ͬD^Ϳ ;Ϳ͘ůƚĞƌŶĂƚŝǀĞƚĞĐŚŶŝƋƵĞƐƌĞůǇŽŶƚŚĞƌĞĚƵĐƚŝŽŶŽĨ
ŶŝƚƌŽƚǇƌŽƐŝŶĞ ŝŶƚŽĂŵŝŶŽƚǇƌŽƐŝŶĞ͕ŵŽƐƚůǇǀŝĂĂĚĚŝƟŽŶŽĨƐŽĚŝƵŵĚŝƚŚŝŽŶŝƚĞ;E2S2O4Ϳ͘dŚŝƐ ŝƐĨŽůůŽǁĞĚďǇĂĸŶŝƚǇ ůĂďĞůŝŶŐŽƌ
ĐŽǀĂůĞŶƚŝŵŵŽďŝůŝǌĂƟŽŶŽŶĂƐŽůŝĚͲƉŚĂƐĞĂĐƟǀĞĞƐƚĞƌƌĞĂŐĞŶƚ;^WZͿ͘;Ϳ͘dŚĞƐĂŵĞƌĞĚƵĐƟŽŶƐƚĞƉŝƐĂůƐŽƵƐĞĚŝŶĂĚŝĂŐŽŶĂů
ĐŚƌŽŵĂƚŽŐƌĂƉŚǇƐĞƚƵƉ;Ϳ͘dŚĞďůŽĐŬŝŶŐŽĨĨƌĞĞĂŵŝŶĞƐŝƐŽŵŝƩĞĚŝŶƚŚĞŵĞƚŚŽĚǁŝƚŚƚŚĞŇƵŽƌĞƐĐĞŶƚƌĞĂŐĞŶƚ;WWͿ΀ϲϳ΁ƐŝŶĐĞ
this does not interact with primary amines (*).
A
ϯϰ
ŚĂƉƚĞƌϮ
Method
΀ZĞĨĞƌĞŶĐĞ΁
ůŽĐŬŝŶŐŽĨƉƌŝŵĂƌǇĂŵŝŶĞƐa
ZĞĚƵĐƟŽŶƚŽ
aminotyrosine
Anchorb
/ƐŽůĂƟŽŶ
methodc
΀ϲϱ΁ ĐĞƚǇůĂƟŽŶǁŝƚŚ
sulfosuccinimidyl acetate
,ĞŵĞнĚŝƚŚŝŽƚŚƌĞŝƚŽů ŝŽƟŶ Immobilized avidin column
΀ϲϲ΁ ĐĞƚǇůĂƟŽŶǁŝƚŚĂĐĞƟĐĂŶŚǇĚƌŝĚĞ Sodium dithionite SATA ͲĞƉƌŽƚĞĐƟŽŶŽĨ^ͲĂĐĞƚǇů
ŽŶ^d;ǁŝƚŚE,ϮK,Ϳ
Ͳ^ƵůĨǇĚƌǇůƉĞƉƟĚĞ
ĞŶƌŝĐŚŵĞŶƚǁŝƚŚƚŚŝŽƉƌŽƉǇů
Sepharose beads
΀ϲϳ΁ ͬ Sodium dithionite APPD ŽƌŽŶĂƚĞĂĸŶŝƚǇ
chromatography
΀ϲϴ΁ ZĞĚƵĐƟǀĞŵĞƚŚǇůĂƟŽŶǁŝƚŚ
formaldehyde and sodium 
cyanoborohydride
Sodium dithionite ͬ ^ŽůŝĚƉŚĂƐĞĂĐƟǀĞĞƐƚĞƌ
ƌĞĂŐĞŶƚďĞĂĚƐ;^WZͿ
΀ϲϵ΁ ĐĞƚǇůĂƟŽŶǁŝƚŚ
sulfosuccinimidyl acetate
Sodium dithionite ŝƐƉǇƌŝĚŝŶǇůĂƟŽŶ
;ŵĞƚĂůͲĐŚĞůĂƟŶŐ
ŵŽƟĨͿ
NiϮнEdŵĂŐŶĞƟĐďĞĂĚƐ
dĂďůĞϮ͘ŝīĞƌĞŶƚŵĞƚŚŽĚƐĨŽƌŝƐŽůĂƟŶŐŶŝƚƌŽƚǇƌŽƐŝŶĞͲĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐƉĞƉƟĚĞƐ͘ 
ďďƌĞǀŝĂƟŽŶƐ͗^d͕EͲƐƵĐĐŝŶŝŵŝĚǇů^ͲĂĐĞƚǇůƚŚŝŽĂĐĞƚĂƚĞ͖WW͕ŇƵŽƌŽŐĞŶŝĐĚĞƌŝǀĂƟǀĞϯZ͕ϰ^ͲϭͲϰͲĂŵŝŶŽŵĞƚŚǇůƉŚĞŶǇůƐƵůĨŽŶǇů
ƉǇƌƌŽůŝĚŝŶĞͲϯ͕ϰͲĚŝŽů͖EŝͲEd͕ ŶŝĐŬĞůͲŶŝƚƌŝůŽƚƌŝĂĐĞƚŝĐ ĂĐŝĚ͖ ^WZ͕ ƐŽůŝĚͲƉŚĂƐĞ ĂĐƚŝǀĞ ĞƐƚĞƌ ƌĞĂŐĞŶƚ͖ ͕ͬEŽƚ ĂƉƉůŝĞĚ͘
z^d/EKy/d/KE
ǇƐƚĞŝŶĞ ŝƐ͕ŶĞǆƚƚŽŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ͕ĂŵĂũŽƌƐŝƚĞĨŽƌŽǆŝĚĂƟǀĞŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐǁŝƚŚŝŶƉƌŽƚĞŝŶƐƐŝŶĐĞ ŝƚĂůƐŽ
ĐŽŶƚĂŝŶƐĂŶĞůĞĐƚƌŽŶƌŝĐŚƐƵůĨƵƌĂƚŽŵ͘ǇƐƚĞŝŶĞǁĂƐƐŚŽǁŶƚŽďĞĂƐĞŶƐŝƟǀĞƚĂƌŐĞƚŽĨZK^͕ĂƉƉĞĂƌŝŶŐŝŶ
ĂǁŝĚĞƌĂŶŐĞŽĨŽǆŝĚĂƟŽŶƐƚĂƚĞƐ΀ϳϭ΁͘ĞƚǁĞĞŶŝŶĚŝǀŝĚƵĂůĐǇƐƚĞŝŶĞƐ͕ƚŚĞƌĞĂĐƟǀŝƚǇƚŽǁĂƌĚƐZK^ĐĂŶďĞ
ŚƵŐĞůǇĚŝīĞƌĞŶƚ͘dŚŝƐŝƐĂŵŽŶŐƐƚŽƚŚĞƌƐĐĂƵƐĞĚďǇƚŚĞĚĞƉĞŶĚĞŶĐǇŽŶƚŚĞůŽĐĂůĞůĞĐƚƌŽƐƚĂƟĐĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚ
ĂŶĚƐƚĞƌŝĐĂĐĐĞƐƐŝďŝůŝƚǇŽĨĐǇƐƚĞŝŶĞƐŝĚĞͲĐŚĂŝŶƐ͘KǆŝĚĂƟŽŶŽĨĐǇƐƚĞŝŶĞƐĐĂŶƌĞƐƵůƚ ŝŶƚŚĞĨŽƌŵĂƟŽŶŽĨ
ƌĞǀĞƌƐŝďůĞŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐ͕ƐƵĐŚĂƐƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚ;ZͲ^K,ͿĂŶĚƐƵůĮŶŝĐĂĐŝĚ;ZͲ^KϮ,Ϳ͕ĂŶĚƚŚĞŝƌƌĞǀĞƌƐŝďůĞ
ƐƵůƉŚŽŶŝĐĂĐŝĚŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶ;ZͲ^K3,Ϳ;&ŝŐƵƌĞϱͿ͘dŚĞƌĞǀĞƌƐŝďŝůŝƚǇŽĨƚŚĞƐƵůĮŶŝĐĂĐŝĚŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶŚĂƐ
ďĞĞŶĚĞďĂƚĞĚ͕ďƵƚǁĂƐĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞĚďǇƚŚĞƉƌĞƐĞŶĐĞŽĨĂŶdWͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚƐƵůĨŝƌĞĚŽǆŝŶĞŶǌǇŵĞ͕
ĐĂƉĂďůĞŽĨƌĞĚƵĐŝŶŐƐƵůĮŶŝĐĂĐŝĚƐ ŝŶƉůĂŶƚĐĞůůƐ ΀ϳϮ΁͘ŌĞƌĨŽƌŵĂƟŽŶŽĨƚŚĞŚŝŐŚůǇƵŶƐƚĂďůĞƐƵůĨĞŶŝĐ
ĂĐŝĚŝŶƚĞƌŵĞĚŝĂƚĞ͕ƌĞĂĐƟŽŶǁŝƚŚĨƌĞĞƚŚŝŽůƐĐĂŶŽĐĐƵƌĐƌĞĂƟŶŐĂĚŝƐƵůĮĚĞďŽŶĚ͕ĞŝƚŚĞƌ ŝŶƚƌĂŵŽůĞĐƵůĂƌ
ǁŝƚŚŝŶŽŶĞƉƌŽƚĞŝŶŽƌ ŝŶƚĞƌŵŽůĞĐƵůĂƌďĞƚǁĞĞŶƉƌŽƚĞŝŶƐ;&ŝŐƵƌĞϱͿ͘DŝǆĞĚĚŝƐƵůĮĚĞƐĂƌĞĨŽƌŵĞĚǁŚĞŶ
ĐǇƐƚĞŝŶĞƚŚŝŽůƐ ƌĞĂĐƚǁŝƚŚ ůŽǁŵŽůĞĐƵůĂƌǁĞŝŐŚƚ ƚŚŝŽůƐƐƵĐŚĂƐŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ;^ͲŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƚŝŽŶͿŽƌ
ĐǇƐƚĞŝŶĞ;^ͲĐǇƐƚĞŝŶǇůĂƟŽŶͿ͘ůƐŽŶŝƚƌŽƐŽƚŚŝŽůƐ;ZͲ^EKͿĐĂŶďĞĨŽƌŵĞĚďǇŝŶƚĞƌĂĐƟŽŶŽĨĐǇƐƚĞŝŶĞǁŝƚŚභEK
ĂŶĚŝƚƐĚĞƌŝǀĂƟǀĞƐ;&ŝŐƵƌĞϱͿ͘&ŽƌĂŶƵƉĚĂƚĞŽŶŵŝǆĞĚĚŝƐƵůĮĚĞƐǁĞƌĞĨĞƌƚŽ>ŝŶĚĂŚůet al͘;ϮϬϭϭͿ΀ϳϯ΁͘
ϯϱ
W>EdWZKd/E^hEZKy/d/sdd<
&ŝŐƵƌĞϱ͗ŶŽǀĞƌǀŝĞǁŽĨƚŚĞĚŝīĞƌĞŶƚĐǇƐƚĞŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶƉƌŽĚƵĐƚƐ͘
KǆŝĚĂƟŽŶŽĨĐǇƐƚĞŝŶĞƐƌĞƐƵůƚƐŝŶƚŚĞĨŽƌŵĂƟŽŶŽĨƌĞǀĞƌƐŝďůĞŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐ͕ƐƵĐŚĂƐƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚ;ZͲ^K,ͿĂŶĚƐƵůĮŶŝĐĂĐŝĚ;ZͲ^K2,Ϳ͕
ĂŶĚƚŚĞŝƌƌĞǀĞƌƐŝďůĞƐƵůƉŚŽŶŝĐĂĐŝĚŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶ;ZͲ^K3,Ϳ͘ůƐŽ͕ĨŽƌŵĂƟŽŶŽĨŝŶƚĞƌͲŽƌŝŶƚƌĂŵŽůĞĐƵůĂƌĚŝƐƵůƉŚŝĚĞďƌŝĚŐĞƐŽĐĐƵƌƐ
ŶĞǆƚƚŽƚŚĞĨŽƌŵĂƟŽŶŽĨ^ͲŶŝƚƌŽƐŽĐǇƐƚĞŝŶĞƵƉŽŶŝŶƚĞƌĂĐƟŽŶǁŝƚŚZE^͘
dŚĞĚŝīĞƌĞŶƟĂůƌĞĂĐƟǀŝƚǇŽĨǇƐƌĞƐŝĚƵĞƐƚŽǁĂƌĚƐZK^ĂŶĚƚŚĞƉŽƐƐŝďŝůŝƚǇƚŽďĞƉƌĞƐĞŶƚ ŝŶĚŝīĞƌĞŶƚ
ŽǆŝĚĂƟŽŶƐƚĂƚĞƐƉĞƌŵŝƚƐƚŚĞŵƚŽĂƉƉĞĂƌŽŶƚŚĞĐƌŽƐƐƌŽĂĚŽĨŚŝŐŚůǇĚǇŶĂŵŝĐŽǆŝĚĂƟǀĞĞǀĞŶƚƐ͘ /ƚ ŝƐĂ
ǁĞůůͲƌĞĐŽŐŶŝǌĞĚĐŽŶĐĞƉƚƚŚĂƚƉƌŽĮůŝŶŐŽĨZK^ͬZE^ŵŽĚŝĮĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐĐǇƐƚĞŝŶĞ͕ĐĂŶƵŶǀĞŝů
ŬĞǇƌĞĚŽǆƐĞŶƐŽƌƐŝŶǀŽůǀĞĚŝŶƐŝŐŶĂůƚƌĂŶƐĚƵĐƟŽŶƉĂƚŚǁĂǇƐ΀ϳϰ΁͘ŶƵƉĚĂƚĞĚĂŶĚĚĞƚĂŝůĞĚŽǀĞƌǀŝĞǁŽĨ
ƚŚĞŽǆŝĚĂƟǀĞƉŽƐƚͲƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐŽĨĐǇƐƚĞŝŶĞƌĞƐŝĚƵĞƐŝŶƉůĂŶƚƐŝŐŶĂůƚƌĂŶƐĚƵĐƟŽŶĐĂŶďĞ
ĨŽƵŶĚŝŶĂĚĚĞŶĚƵŵϭ;tĂƐǌĐǌĂŬet al͕͘ϮϬϭϰʹĐŽĂƵƚŚŽƌͿ͘dŽƵŶĚĞƌƐƚĂŶĚƚŚĞŝŵƉĂĐƚĂŶĚƚŚĞĨƵŶĐƟŽŶĂů
ĐŽŶƐĞƋƵĞŶĐĞƐŽĨƚŚĞƐĞĐǇƐƚĞŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶƐ͕ƌĞĚŽǆƉƌŽƚĞŽŵŝĐƚĞĐŚŶŝƋƵĞƐŚĂǀĞďĞĞŶĚĞǀĞůŽƉĞĚĂŶĚĂƌĞ
ĚŝƐĐƵƐƐĞĚŝŶĂĚĚĞŶĚƵŵϮ;ŬƚĞƌet al͕͘ϮϬϭϰʹĐŽĂƵƚŚŽƌͿ͘
ϯϲ
ŚĂƉƚĞƌϮ
KE>h/E'ZDZ<^
ǆĐĞƐƐZK^ĂŶĚZE^ǁŝůů ŝŶĞǀŝƚĂďůǇŵŽĚŝĨǇƉƌŽƚĞŝŶƐ͕ďŽƚŚĂƚƐƉĞĐŝĮĐƐŝƚĞƐ;Ğ͘Ő͘ŽǆŝĚĂƟŽŶŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ
ĂŶĚĐǇƐƚĞŝŶĞͿĂŶĚĂƚŵŽƌĞƌĂŶĚŽŵƐŝƚĞƐ;ƐƵĐŚĂƐĐĂƌďŽŶǇůĂƟŽŶͿ͘ /ŶƚŚŝƐƌĞǀŝĞǁ͕ǁĞŚĂǀĞƚŽƵĐŚĞĚƚŚĞ
ƟƉŽĨƚŚĞ ŝĐĞďĞƌŐďǇĚĞƐĐƌŝďŝŶŐŚŽǁŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶĐĂŶĂīĞĐƚƚŚĞĨƵŶĐƟŽŶĂŶĚƚŚĞƐƚƌƵĐƚƵƌĞ
ŽĨƉůĂŶƚƉƌŽƚĞŝŶƐ͘ůƚŚŽƵŐŚƐĞǀĞƌĂůƐƚƵĚŝĞƐ ĨŽĐƵƐŝŶŐŽŶƐŝŶŐůĞƉůĂŶƚƉƌŽƚĞŝŶƐŚĂǀĞďĞĞŶƉƵďůŝƐŚĞĚ͕
ƚŚĞƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐƚĞĐŚŶŽůŽŐŝĞƐĂƌĞ ũƵƐƚĞŵĞƌŐŝŶŐƚŚĂƚĂƌĞƌĞƋƵŝƌĞĚĨŽƌĂŵŽƌĞĐŽŵƉƌĞŚĞŶƐŝǀĞĐĂƚĂůŽŐ
ŽĨƚŚĞŵŽĚŝĮĞĚƐŝƚĞƐǁŝƚŚŝŶŽǆŝĚŝǌĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐ͘ /Ŷ ĨĂĐƚ͕ƐƵĐŚƚĞĐŚŶŽůŽŐŝĞƐĂƌĞŚŝŐŚůǇŶĞĞĚĞĚĂƐŽŶůǇ
ƚŚĞƐĞĂůůŽǁƚŚĞƵŶĂŵďŝŐƵŽƵƐ ŝĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶŽĨŽǆŝĚĂƟŽŶͲŵŽĚŝĮĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐĂŶĚƚŚĞĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĂƟŽŶ
ŽĨƚŚĞŝƌĂīĞĐƚĞĚƐŝƚĞƐ͘KŶůǇĨŽůůŽǁŝŶŐƚŚĞƐĞĚŝƐĐŽǀĞƌǇƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐƐƚƵĚŝĞƐ͕ ĨƵƌƚŚĞƌĨƵŶĐƟŽŶĂůƐƚƵĚŝĞƐ
ĐĂŶďĞŝŶŝƟĂƚĞĚƚŚĂƚƵƐĞ͕ĨŽƌ ŝŶƐƚĂŶĐĞ͕ŽǆŝĚĂƟŽŶͲƌĞƐŝƐƚĂŶƚŵƵƚĂŶƚƉƌŽƚĞŝŶƐ͕ĂŶĚŽŶůǇƐƵĐŚƐƚƵĚŝĞƐǁŝůů
ƌĞǀĞĂůŝĨƚŚĞŝĚĞŶƟĮĞĚŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐĂƌĞŝŶĚĞĞĚƐŝŐŶĂůƐŽƌũƵƐƚƚŚĞƌĞƐƵůƚŽĨZK^ŽƌZE^ƐĐĂǀĞŶŐŝŶŐ͘/Ŷ
ĂĚĚŝƟŽŶ͕ƚŚĞĚĞŐƌĞĞŽĨŽǆŝĚĂƟŽŶŽƌŶŝƚƌĂƟŽŶƐŚŽƵůĚĂůƐŽďĞĐŽŶƐŝĚĞƌĞĚƐŝŶĐĞ͕ǁŚĞŶƚŚĞƐĞŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐ
ĂƌĞĨƵŶĐƟŽŶĂů͕ƚŚŝƐƋƵĂŶƟƚĂƟǀĞŝŶĨŽƌŵĂƟŽŶǁŝůůƐŚĞĚĨƵƌƚŚĞƌ ůŝŐŚƚŽŶƚŚĞŝƌƉŚǇƐŝŽůŽŐŝĐĂů ŝŵƉŽƌƚĂŶĐĞ͘
<EKt>'DEd^
dŚŝƐǁŽƌŬǁĂƐƐƵƉƉŽƌƚĞĚďǇŐƌĂŶƚƐ ĨƌŽŵƚŚĞ&ƵŶĚĨŽƌ^ĐŝĞŶƚŝĨŝĐZĞƐĞĂƌĐŚͲ&ůĂŶĚĞƌƐ ;ŐƌĂŶƚŶƵŵďĞƌ
'͘ϬϬϯϴ͘ϬϵEͿĂŶĚƚŚĞ'ŚĞŶƚhŶŝǀĞƌƐŝƚǇDƵůƚŝĚŝƐĐŝƉůŝŶĂƌǇZĞƐĞĂƌĐŚWĂƌƚŶĞƌƐŚŝƉ͞ŝŽƚĞĐŚŶŽůŽŐǇĨŽƌĂ
^ƵƐƚĂŝŶĂďůĞĐŽŶŽŵǇ͟;ƉƌŽũĞĐƚŶŽ͘ϬϭDZϱϭϬtͿ͘^͘:͘ ŝƐ ŝŶĚĞďƚĞĚƚŽƚŚĞŐĞŶĐǇĨŽƌ/ŶŶŽǀĂƟŽŶƚŚƌŽƵŐŚ
^ĐŝĞŶĐĞĂŶĚdĞĐŚŶŽůŽŐǇĨŽƌĂƉƌĞĚŽĐƚŽƌĂůĨĞůůŽǁƐŚŝƉĂŶĚ͘'͘ŝƐĂWŽƐƚĚŽĐƚŽƌĂů&ĞůůŽǁŽĨƚŚĞZĞƐĞĂƌĐŚ
&ŽƵŶĚĂƟŽŶͲ&ůĂŶĚĞƌƐ͘
3ϳ
W>EdWZKd/E^hEZKy/d/sdd<
Z&ZE^
΀ϭ΁sĂŶƌĞƵƐĞŐĞŵ͕&͘ ͕Ăƚ͕:͘ &͘ ͕ZĞĂĐƟǀĞŽǆǇŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐŝŶƉůĂŶƚĐĞůůĚĞĂƚŚ͘WůĂŶƚWŚǇƐŝŽů͘ϮϬϬϲ͕ϭϰϭ͕
ϯϴϰͲϯϵϬ͘          
΀Ϯ΁&ŽǇĞƌ͕ ͘,͕͘EŽĐƚŽƌ͕ '͕͘ZĞĚŽǆŚŽŵĞŽƐƚĂƐŝƐĂŶĚĂŶƟŽǆŝĚĂŶƚƐŝŐŶĂůŝŶŐ͗ĂŵĞƚĂďŽůŝĐŝŶƚĞƌĨĂĐĞďĞƚǁĞĞŶ
ƐƚƌĞƐƐƉĞƌĐĞƉƟŽŶĂŶĚƉŚǇƐŝŽůŽŐŝĐĂůƌĞƐƉŽŶƐĞƐ͘WůĂŶƚĞůůϮϬϬϱ͕ϭϳ͕ϭϴϲϲͲϭϴϳϱ͘ 
΀ϯ΁DŝƩůĞƌ͕Z͕͘sĂŶĚĞƌĂƵǁĞƌĂ͕^͕͘^ƵǌƵŬŝ͕E͕͘DŝůůĞƌ͕'͕͘et al͕͘ZK^ƐŝŐŶĂůŝŶŐ͗ƚŚĞŶĞǁǁĂǀĞ͍Trends Plant 
^Đŝ͘ϮϬϭϭ͕ϭϲ͕ϯϬϬͲϯϬϵ͘         
΀ϰ΁DŝƩůĞƌ͕ Z͕͘sĂŶĚĞƌĂƵǁĞƌĂ͕^͕͘'ŽůůĞƌǇ͕ D͕͘sĂŶƌĞƵƐĞŐĞŵ͕&͘ ͕dŚĞƌĞĂĐƟǀĞŽǆǇŐĞŶŐĞŶĞŶĞƚǁŽƌŬŽĨ
ƉůĂŶƚƐ͘dƌĞŶĚƐWůĂŶƚ^Đŝ͘ϮϬϬϰ͕ϵ͕ϰϵϬͲϰϵϴ͘
΀ϱ΁'ĂĚũĞǀ͕ /͕͘sĂŶĚĞƌĂƵǁĞƌĂ͕^͕͘'ĞĐŚĞǀ͕ d͘ ^͕͘>ĂůŽŝ͕͕͘et al͕͘dƌĂŶƐĐƌŝƉƚŽŵŝĐĨŽŽƚƉƌŝŶƚƐĚŝƐĐůŽƐĞƐƉĞĐŝĮĐŝƚǇ
ŽĨƌĞĂĐƟǀĞŽǆǇŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐƐŝŐŶĂůŝŶŐŝŶArabidopsis͘WůĂŶƚWŚǇƐŝŽů͘ϮϬϬϲ͕ϭϰϭ͕ϰϯϲͲϰϰϱ͘
΀ϲ΁YƵĞǀĂů͕'͕͘EĞƵŬĞƌŵĂŶƐ͕:͕͘sĂŶĚĞƌĂƵǁĞƌĂ͕^͕͘sĂŶƌĞƵƐĞŐĞŵ͕ &͘ ͕EŽĐƚŽƌ͕ '͕͘ĂǇ ůĞŶŐƚŚ ŝƐĂŬĞǇ
ƌĞŐƵůĂƚŽƌŽĨƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŽŵŝĐƌĞƐƉŽŶƐĞƐƚŽďŽƚŚKϮĂŶĚ,ϮKϮ in Arabidopsis͘WůĂŶƚĞůůŶǀŝƌŽŶ͘ϮϬϭϮ͕ϯϱ͕
ϯϳϰͲϯϴϳ͘
΀ϳ΁ŚĞŽŶŐ͕z͘ ,͕͘ŚĂŶŐ͕, Ͳ͘^͕͘'ƵƉƚĂ͕Z͕͘tĂŶŐ͕y͕͘et al͕͘dƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůƉƌŽĮůŝŶŐƌĞǀĞĂůƐŶŽǀĞůŝŶƚĞƌĂĐƟŽŶƐ
ďĞƚǁĞĞŶǁŽƵŶĚŝŶŐ͕ƉĂƚŚŽŐĞŶ͕ĂďŝŽƟĐƐƚƌĞƐƐ͕ĂŶĚŚŽƌŵŽŶĂůƌĞƐƉŽŶƐĞƐŝŶArabidopsis͘WůĂŶƚWŚǇƐŝŽů͘ϮϬϬϮ͕
ϭϮϵ͕ϲϲϭͲϲϳϳ͘
΀ϴ΁Ŷ͕͕͘zĂŶŐ͕:͕͘ŚĂŶŐ͕W͘ ͕dƌĂŶƐĐƌŝƉƚŽŵĞƉƌŽĮůŝŶŐŽĨůŽǁƚĞŵƉĞƌĂƚƵƌĞͲƚƌĞĂƚĞĚĐĂƐƐĂǀĂĂƉŝĐĂůƐŚŽŽƚƐ
ƐŚŽǁĞĚĚǇŶĂŵŝĐƌĞƐƉŽŶƐĞƐŽĨƚƌŽƉŝĐĂůƉůĂŶƚƚŽĐŽůĚƐƚƌĞƐƐ͘D'ĞŶŽŵŝĐƐϮϬϭϮ͕ϭϯ͕ϲϰ͘
΀ϵ΁WĂĚŵĂůĂƚŚĂ͕<͘s͘ ͕ŚĂŶĚĂƉĂŶŝ͕'͕͘<ĂŶĂŬĂĐŚĂƌŝ͕D͕͘<ƵŵĂƌ͕ ^͕͘ĞƚĂů͕͘'ĞŶŽŵĞͲǁŝĚĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŽŵŝĐ
ĂŶĂůǇƐŝƐŽĨĐŽƩŽŶƵŶĚĞƌĚƌŽƵŐŚƚƐƚƌĞƐƐƌĞǀĞĂůƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚĚŽǁŶͲƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨŐĞŶĞƐĂŶĚƉĂƚŚǁĂǇƐŝŶǀŽůǀĞĚ
ŝŶĮďƌĞĞůŽŶŐĂƟŽŶĂŶĚƵƉͲƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨĚĞĨĞŶƐĞƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞŐĞŶĞƐ͘WůĂŶƚDŽů͘ŝŽů͘ϮϬϭϮ͕ϳϴ͕ϮϮϯͲϮϰϲ͘
΀ϭϬ΁^ƉĂĚĂƌŽ͕͕͘zƵŶ͕ Ͳ͘t͕͘^ƉŽĞů͕^͘,͕͘ŚƵ͕͕͘ĞƚĂů͕͘dŚĞƌĞĚŽǆƐǁŝƚĐŚ͗ĚǇŶĂŵŝĐƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨƉƌŽƚĞŝŶ
ĨƵŶĐƟŽŶďǇĐǇƐƚĞŝŶĞŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐ͘WŚǇƐŝŽů͘WůĂŶƚ͘ϮϬϭϬ͕ϭϯϴ͕ϯϲϬͲϯϳϭ͘
΀ϭϭ΁'ĂůĞƚƐŬŝǇ͕͕͘ >ŽŚƐĐŚĞŝĚĞƌ͕ :͘E͕͘<ŽŶŽŶŝŬŚŝŶ͕͘ ^͕͘WŽƉŽǀ͕ /͘͕͘ĞƚĂů͕͘DĂƐƐ ƐƉĞĐƚƌŽŵĞƚƌŝĐ
ĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĂƟŽŶŽĨƉŚŽƚŽŽǆŝĚĂƟǀĞƉƌŽƚĞŝŶŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐŝŶArabidopsis thalianaƚŚǇůĂŬŽŝĚŵĞŵďƌĂŶĞƐ͘
ZĂƉŝĚŽŵŵƵŶ͘DĂƐƐ^ƉĞĐƚƌŽŵ͘ϮϬϭϭ͕Ϯϱ͕ϭϴϰͲϭϵϬ͘
΀ϭϮ΁ZĂũũŽƵ͕>͕͘ĞůŐŚĂǌŝ͕D͕͘ĂƚƵƐƐĞ͕:͕͘KŐĠ͕>͕͘ĞƚĂů͕͘WƌŽƚĞŽŵŝĐƐĂŶĚƉŽƐƩƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐŽĨ
ƐĞĞĚĚŽƌŵĂŶĐǇĂŶĚŐĞƌŵŝŶĂƟŽŶ͘DĞƚŚŽĚƐDŽů͘ŝŽů͘ϮϬϭϭ͕ϳϳϯ͕ϮϭϱͲϮϯϲ͘
΀ϭϯ΁EĂǀƌŽƚ͕E͕͘&ŝŶŶŝĞ͕͕͘^ǀĞŶƐƐŽŶ͕͕͘,ćŐŐůƵŶĚ͕W͘ ͕WůĂŶƚƌĞĚŽǆƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐ͘:͘WƌŽƚĞŽŵŝĐƐϮϬϭϭ͕ϳϰ͕
ϭϰϱϬͲϭϰϲϮ͘
΀ϭϰ΁>ŝŶĚĂŚů͕D͕͘DĂƚĂͲĂďĂŶĂ͕͕͘<ŝĞƐĞůďĂĐŚ͕ d͘ ͕dŚĞĚŝƐƵůĮĚĞƉƌŽƚĞŽŵĞĂŶĚŽƚŚĞƌƌĞĂĐƟǀĞĐǇƐƚĞŝŶĞ
ƉƌŽƚĞŽŵĞƐ͗ĂŶĂůǇƐŝƐĂŶĚĨƵŶĐƟŽŶĂůƐŝŐŶŝĮĐĂŶĐĞ͘ŶƟŽǆŝĚ͘ZĞĚŽǆ^ŝŐŶĂů͘ϮϬϭϭ͕ϭϰ͕ϮϱϴϭͲϮϲϰϮ͘
΀ϭϱ΁DŝŬĞƐŚ͕>͘D͕͘hĞďĞƌŚĞŝĚĞ͕͕͘Śŝ͕͕͘ŽŽŶ͕:͘:͕͘ĞƚĂů͕͘dŚĞƵƟůŝƚǇŽĨdŵĂƐƐƐƉĞĐƚƌŽŵĞƚƌǇŝŶ
ƉƌŽƚĞŽŵŝĐĂŶĂůǇƐŝƐ͘ŝŽĐŚŝŵ͘ŝŽƉŚǇƐ͘ĐƚĂϮϬϬϲ͕ϭϳϲϰ͕ϭϴϭϭͲϭϴϮϮ͘
3ϴ
ŚĂƉƚĞƌϮ
΀ϭϲ΁^ĂǀŝŐĞ͕t͘͕͘&ŽŶƚĂŶĂ͕͕͘ /ŶƚĞƌĐŽŶǀĞƌƐŝŽŶŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞĂŶĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞ͘Methods 
ŶǌǇŵŽů͘ϭϵϳϳ͕ϰϳ͕ϰϱϯͲϰϱϵ͘
΀ϭϳ΁ŽƐĐŚŝͲDƵůůĞƌ͕ ^͕͘'ĂŶĚ͕͕͘ƌĂŶůĂŶƚ͕'͕͘dŚĞŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞƌĞĚƵĐƚĂƐĞƐ͗ĐĂƚĂůǇƐŝƐĂŶĚƐƵďƐƚƌĂƚĞ
ƐƉĞĐŝĮĐŝƟĞƐ͘ƌĐŚ͘ŝŽĐŚĞŵ͘ŝŽƉŚǇƐ͘ϮϬϬϴ͕ϰϳϰ͕ϮϲϲͲϮϳϯ͘
΀ϭϴ΁dĂƌƌĂŐŽ͕>͕͘>ĂƵŐŝĞƌ͕ ͕͘ZĞǇ͕ W͘ ͕WƌŽƚĞŝŶͲƌĞƉĂŝƌŝŶŐŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞƌĞĚƵĐƚĂƐĞƐŝŶƉŚŽƚŽƐǇŶƚŚĞƟĐ
ŽƌŐĂŶŝƐŵƐ͗ŐĞŶĞŽƌŐĂŶŝǌĂƟŽŶ͕ƌĞĚƵĐƟŽŶŵĞĐŚĂŶŝƐŵƐ͕ĂŶĚƉŚǇƐŝŽůŽŐŝĐĂůƌŽůĞƐ͘DŽů͘WůĂŶƚϮϬϬϵ͕Ϯ͕ϮϬϮͲϮϭϳ͘
΀ϭϵ΁ZŽŵĞƌŽ͕,͘D͕͘ĞƌůĞƩ͕͘^͕͘:ĞŶƐĞŶ͕ W͘ :͕͘WĞůů͕͘:͕͘dŝĞŶ͕D͕͘ /ŶǀĞƐƟŐĂƟŽŶƐŝŶƚŽƚŚĞƌŽůĞŽĨƚŚĞ
ƉůĂƐƟĚŝĂůƉĞƉƟĚĞŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞƌĞĚƵĐƚĂƐĞŝŶƌĞƐƉŽŶƐĞƚŽŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐŝŶArabidopsis͘Plant 
WŚǇƐŝŽů͘ϮϬϬϰ͕ϭϯϲ͕ϯϳϴϰͲϯϳϵϰ͘
΀ϮϬ΁sŝĞŝƌĂŽƐ^ĂŶƚŽƐ͕͕͘ƵŝŶĠ͕^͕͘ZŽƵŚŝĞƌ͕ E͕͘ZĞǇ͕ W͘ ͕dŚĞArabidopsisƉůĂƐƟĚŝĐŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞ
ƌĞĚƵĐƚĂƐĞƉƌŽƚĞŝŶƐ͘^ĞƋƵĞŶĐĞĂŶĚĂĐƟǀŝƚǇĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝƐƟĐƐ͕ĐŽŵƉĂƌŝƐŽŶŽĨƚŚĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶǁŝƚŚƉůĂƐƟĚŝĐ
ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞƌĞĚƵĐƚĂƐĞ͕ĂŶĚ ŝŶĚƵĐƟŽŶďǇƉŚŽƚŽŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͘WůĂŶƚWŚǇƐŝŽů͘ϮϬϬϱ͕ϭϯϴ͕
ϵϬϵͲϵϮϮ͘
΀Ϯϭ΁<ǁŽŶ͕^͘:͕͘<ǁŽŶ͕^͘/͕͘ĂĞ͕D͘^͕͘ŚŽ͕͘:͕͘WĂƌŬ͕K͘<͕͘ZŽůĞŽĨƚŚĞŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞƌĞĚƵĐƚĂƐĞ
DƐƌϯŝŶĐŽůĚĂĐĐůŝŵĂƟŽŶŝŶArabidopsis͘WůĂŶƚĞůůWŚǇƐŝŽů͘ϮϬϬϳ͕ϰϴ͕ϭϳϭϯͲϭϳϮϯ͘
΀ϮϮ΁>ŽǁƚŚĞƌ͕ t͘ d͘ ͕ƌŽƚ͕E͕͘tĞŝƐƐďĂĐŚ͕,͕͘DĂƩŚĞǁƐ͕͘t͕͘^ƚƌƵĐƚƵƌĞĂŶĚŵĞĐŚĂŶŝƐŵŽĨƉĞƉƟĚĞ
ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞƌĞĚƵĐƚĂƐĞ͕ĂŶ͞ĂŶƟͲŽǆŝĚĂƟŽŶ͟ĞŶǌǇŵĞ͘ŝŽĐŚĞŵŝƐƚƌǇϮϬϬϬ͕ϯϵ͕ϭϯϯϬϳͲϭϯϯϭϮ͘
΀Ϯϯ΁dĂƌƌĂŐŽ͕>͕͘>ĂƵŐŝĞƌ͕ ͕͘ĂīĂŐŶŝŶŝ͕D͕͘DĂƌĐŚĂŶĚ͕͕͘ĞƚĂů͕͘ZĞŐĞŶĞƌĂƟŽŶŵĞĐŚĂŶŝƐŵƐŽĨArabidopsis 
thalianaŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞƌĞĚƵĐƚĂƐĞƐďǇŐůƵƚĂƌĞĚŽǆŝŶƐĂŶĚƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶƐ͘:͘ŝŽů͘ŚĞŵ͘ϮϬϬϵ͕Ϯϴϰ͕
ϭϴϵϲϯͲϭϴϵϳϭ͘
΀Ϯϰ΁dĂƌƌĂŐŽ͕>͕͘>ĂƵŐŝĞƌ͕ ͕͘ĂīĂŐŶŝŶŝ͕D͕͘DĂƌĐŚĂŶĚ͕͘,͕͘ĞƚĂů͕͘WůĂŶƚƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶ^WϯϮƌĞŐĞŶĞƌĂƚĞƐ
ϭͲǇƐŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞƌĞĚƵĐƚĂƐĞĂĐƟǀŝƚǇƚŚƌŽƵŐŚƚŚĞĚŝƌĞĐƚƌĞĚƵĐƟŽŶŽĨƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚ͘:͘ŝŽů͘ŚĞŵ͘
ϮϬϭϬ͕Ϯϴϱ͕ϭϰϵϲϰͲϭϰϵϳϮ͘
΀Ϯϱ΁ŚĞŶ͕Y͕͘sŝĞƌůŝŶŐ͕͕͘ŶĂůǇƐŝƐŽĨĐŽŶƐĞƌǀĞĚĚŽŵĂŝŶƐ ŝĚĞŶƟĮĞƐĂƵŶŝƋƵĞƐƚƌƵĐƚƵƌĂů ĨĞĂƚƵƌĞŽĨĂ
ĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚŚĞĂƚƐŚŽĐŬƉƌŽƚĞŝŶ͘Mol. Gen. Genet.ϭϵϵϭ͕ϮϮϲ͕ϰϮϱͲϰϯϭ΀ƌƌĂƚƵŵMol. Gen. Genet.ϮϮϴ͕ϯϮϴ΁͘
΀Ϯϲ΁ŚƌŶƐƉĞƌŐĞƌ͕ D͕͘'ƌćďĞƌ͕ ^͕͘'ĂĞƐƚĞů͕D͕͘ƵĐŚŶĞƌ͕ :͕͘ŝŶĚŝŶŐŽĨŶŽŶͲŶĂƟǀĞƉƌŽƚĞŝŶƚŽ,ƐƉϮϱĚƵƌŝŶŐ
ŚĞĂƚƐŚŽĐŬĐƌĞĂƚĞƐĂƌĞƐĞƌǀŽŝƌŽĨĨŽůĚŝŶŐŝŶƚĞƌŵĞĚŝĂƚĞƐĨŽƌƌĞĂĐƟǀĂƟŽŶ͘DK:͘ϭϵϵϳ͕ϭϲ͕ϮϮϭͲϮϮϵ͘
΀Ϯϳ΁'ƵƐƚĂǀƐƐŽŶ͕E͕͘<ŽŬŬĞ͕͘ W͘ ͕͘,ćƌŶĚĂŚů͕h͕͘^ŝůŽǁ͕D͕͘ĞƚĂů͕͘ƉĞƉƚŝĚĞŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞ
ƌĞĚƵĐƚĂƐĞŚŝŐŚůǇĞǆƉƌĞƐƐĞĚŝŶƉŚŽƚŽƐǇŶƚŚĞƟĐƟƐƐƵĞŝŶArabidopsis thaliana can protect the chaperone-
ůŝŬĞĂĐƟǀŝƚǇŽĨĂĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚͲůŽĐĂůŝǌĞĚƐŵĂůůŚĞĂƚƐŚŽĐŬƉƌŽƚĞŝŶ͘WůĂŶƚ:͘ϮϬϬϮ͕Ϯϵ͕ϱϰϱͲϱϱϯ͘
΀Ϯϴ΁>ŝŵ͕:͘͕͘'ƌƵƐĐŚƵƐ͕:͘D͕͘'ŚĞƐƋƵŝğƌĞ͕͕͘<ŝŵ͕'͕͘ĞƚĂů͕͘ŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĂƟŽŶĂŶĚƐŽůƵƟŽŶƐƚƌƵĐƚƵƌĞŽĨ
ŵŽƵƐĞŵǇƌŝƐƚŽǇůĂƚĞĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞƌĞĚƵĐƚĂƐĞ͘:͘ŝŽů͘ŚĞŵ͘ϮϬϭϮ͕Ϯϴϳ͕ϮϱϱϴϵͲϮϱϱϵϱ͘
΀Ϯϵ΁,ĂƌĚŝŶ͕^͘͕͘>ĂƌƵĞ͕͘ d͘ ͕KŚ͕D͘Ͳ,͕͘ :ĂŝŶ͕s͕͘,ƵďĞƌ͕ ^͘͕͘ŽƵƉůŝŶŐŽǆŝĚĂƟǀĞƐŝŐŶĂůƐƚŽƉƌŽƚĞŝŶ
ƉŚŽƐƉŚŽƌǇůĂƟŽŶǀŝĂŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶŝŶArabidopsis͘ŝŽĐŚĞŵ͘:͘ϮϬϬϵ͕ϰϮϮ͕ϯϬϱͲϯϭϮ͘
ϯϵ
W>EdWZKd/E^hEZKy/d/sdd<
΀ϯϬ΁ĞĐŚƚŽůĚ͕h͕͘ZĂďďĂŶŝ͕E͕͘DƵůůŝŶĞĂƵǆ͕W͘ D͕͘dŚŽƌŶĂůůĞǇ͕ W͘ :͕͘YƵĂŶƟƚĂƟǀĞŵĞĂƐƵƌĞŵĞŶƚŽĨƐƉĞĐŝĮĐ
ďŝŽŵĂƌŬĞƌƐĨŽƌƉƌŽƚĞŝŶŽǆŝĚĂƟŽŶ͕ŶŝƚƌĂƟŽŶĂŶĚŐůǇĐĂƟŽŶŝŶArabidopsis leaves͘WůĂŶƚ:͘ϮϬϬϵ͕ϱϵ͕ϲϲϭͲϲϳϭ͘
΀ϯϭ΁ZŽƵŚŝĞƌ͕ E͕͘sŝĞŝƌĂŽƐ^ĂŶƚŽƐ͕͕͘dĂƌƌĂŐŽ͕>͕͘ZĞǇ͕ W͘ ͕WůĂŶƚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞƌĞĚƵĐƚĂƐĞĂŶĚ
ŵƵůƟŐĞŶŝĐĨĂŵŝůŝĞƐ͘WŚŽƚŽƐǇŶƚŚ͘ZĞƐ͘ϮϬϬϲ͕ϴϵ͕ϮϰϳͲϮϲϮ͘
΀ϯϮ΁ŝŐĞůŽǁ͕͘:͕͘^ƋƵŝĞƌ͕ d͘ ͕͘dŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚƌĞĚŽǆƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨĐĞůůƵůĂƌƐŝŐŶĂůŝŶŐĂŶĚƐƚƌĞƐƐ
ƌĞƐƉŽŶƐĞƚŚƌŽƵŐŚƌĞǀĞƌƐŝďůĞŽǆŝĚĂƟŽŶŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐ͘DŽů͘ŝŽ^ǇƐƚ͘ϮϬϭϭ͕ϳ͕ϮϭϬϭͲϮϭϬϵ͘
΀ϯϯ΁zŝŶ͕͕͘<ƵĐǌĞƌĂ͕<͕͘^ƋƵŝĞƌ͕  d͘ ͕͘dŚĞƐĞŶƐŝƟǀŝƚǇŽĨĐĂƌďŽǆǇůͲƚĞƌŵŝŶĂůŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐ ŝŶĐĂůŵŽĚƵůŝŶ
ŝƐŽĨŽƌŵƐƚŽŽǆŝĚĂƟŽŶďǇ,ϮKϮŵŽĚƵůĂƚĞƐƚŚĞĂďŝůŝƚǇƚŽĂĐƟǀĂƚĞƚŚĞƉůĂƐŵĂŵĞŵďƌĂŶĞĂͲdWĂƐĞ͘Chem. 
ZĞƐ͘dŽǆŝĐŽů͘ϮϬϬϬ͕ϭϯ͕ϭϬϯͲϭϭϬ͘
΀ϯϰ΁KŝĞŶ͕͘͕͘ĂŶĞůůŽ͕d͘ ͕'ĂďŝǌŽŶ͕Z͕͘'ĂƐƐĞƚ͕D͕͘ĞƚĂů͕͘ĞƚĞĐƟŽŶŽĨŽǆŝĚŝǌĞĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŝŶƐĞůĞĐƚĞĚ
ƉƌŽƚĞŝŶƐ͕ĐĞůůƵůĂƌĞǆƚƌĂĐƚƐĂŶĚďůŽŽĚƐĞƌƵŵƐďǇŶŽǀĞůĂŶƟͲŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞĂŶƟďŽĚŝĞƐ͘ƌĐŚ͘ŝŽĐŚĞŵ͘
ŝŽƉŚǇƐ͘ϮϬϬϵ͕ϰϴϱ͕ϯϱͲϰϬ͘
΀ϯϱ΁tĞŚƌ͕ E͘͕͘>ĞǀŝŶĞ͕Z͘>͕͘tĂŶƚĞĚĂŶĚǁĂŶƟŶŐ͗ĂŶƟďŽĚǇĂŐĂŝŶƐƚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞ͘&ƌĞĞZĂĚŝĐ͘
ŝŽů͘DĞĚ͘ϮϬϭϮ͕ϱϯ͕ϭϮϮϮͲϭϮϮϱ͘
΀ϯϲ΁ƌŽĐŬ͕:͘t͘͕͘ŽƚŚĂŵ͕t͘͕͘ŵĞƐ͕:͘D͕͘dŚŽƌƉĞ͕^͘Z͕͘ĂǇŶĞƐ͕:͘t͕͘WƌŽƚĞŽŵŝĐŵĞƚŚŽĚĨŽƌƚŚĞ
ƋƵĂŶƟĮĐĂƟŽŶŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞ͘ŶŶ͘E z͘͘ ĐĂĚ͘^Đŝ͘ϮϬϬϱ͕ϭϬϰϯ͕ϮϴϰͲϮϴϵ͘
΀ϯϳ΁'ŚĞƐƋƵŝğƌĞ͕͕͘:ŽŶĐŬŚĞĞƌĞ͕s͘ ͕ŽůĂĞƌƚ͕E͕͘sĂŶƵƌŵĞ͕:͕͘ĞƚĂů͕͘ZĞĚŽǆƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐŽĨƉƌŽƚĞŝŶͲďŽƵŶĚ
ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ͘DŽů͘Ğůů͘WƌŽƚĞŽŵŝĐƐϮϬϭϭ͕ϭϬ͕DϭϭϬ͘ϬϬϲϴϲϲ͘
΀ϯϴ΁^ĂƵŶĚĞƌƐ͕͘͕͘^ƟƚĞƐ͕t͘͕͘ŶĞůĞĐƚƌŽƉŚŽƌĞƟĐŵŽďŝůŝƚǇƐŚŝŌĂƐƐĂǇĨŽƌŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞŝŶ
ƉƌŽƚĞŝŶƐ͘ŶĂů͘ŝŽĐŚĞŵ͘ϮϬϭϮ͕ϰϮϭ͕ϳϲϳͲϳϲϵ͘
΀ϯϵ΁DĂƌŽŶĚĞĚǌĞ͕͕͘dƵƌĞŬ͕/͕͘WĂƌƌŽƩ͕͕͘dŚŽŵĂƐ͕>͕͘:ĂŶŬŽǀŝĐ͕͕͘>ŝůůĞǇ͕ <͘^͕͘ĂŶĚ'ĞŚƌŝŶŐ͕͘;ϮϬϭϯͿ
^ƚƌƵĐƚƵƌĂůĂŶĚĨƵŶĐƚŝŽŶĂůĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝƐƚŝĐƐŽĨĐ'DWͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƚŝŽŶ ŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ
ƚŚĂůŝĂŶĂƉƌŽƚĞŝŶƐ͘ĞůůĐŽŵŵƵŶŝĐĂƟŽŶĂŶĚƐŝŐŶĂůŝŶŐ͗^ϭϭ͕ϭ
΀ϰϬ΁'ƵƐƚĂǀƐƐŽŶ͕E͕͘<ŽŬŬĞ͕͘W͘ ͕͘ŶǌĞůŝƵƐ͕͕͘ŽĞůĞŶƐ͕t͘͕͘^ƵŶĚďǇ͕ ͕͘^ƵďƐƟƚƵƟŽŶŽĨĐŽŶƐĞƌǀĞĚ
ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐďǇůĞƵĐŝŶĞƐŝŶĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚƐŵĂůůŚĞĂƚƐŚŽĐŬƉƌŽƚĞŝŶƌĞƐƵůƚƐ ŝŶ ůŽƐƐŽĨƌĞĚŽǆͲƌĞƐƉŽŶƐĞďƵƚ
ƌĞƚĂŝŶĞĚĐŚĂƉĞƌŽŶĞͲůŝŬĞĂĐƟǀŝƚǇ͘WƌŽƚĞŝŶ^Đŝ͘ϮϬϬϭ͕ϭϬ͕ϭϳϴϱͲϭϳϵϯ͘
΀ϰϭ΁dĂƌƌĂŐŽ͕>͕͘<ŝĞīĞƌͲ:ĂƋƵŝŶŽĚ͕^͕͘>ĂŵĂŶƚ͕d͘ ͕DĂƌĐĞůůŝŶ͕D͕͘ĞƚĂů͕͘ĸŶŝƚǇĐŚƌŽŵĂƚŽŐƌĂƉŚǇ͗ĂǀĂůƵĂďůĞ
ƐƚƌĂƚĞŐǇƚŽŝƐŽůĂƚĞƐƵďƐƚƌĂƚĞƐŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞƌĞĚƵĐƚĂƐĞƐ͍ŶƟŽǆŝĚ͘ZĞĚŽǆ^ŝŐŶĂů͘ϮϬϭϮ͕ϭϲ͕ϳϵͲϴϰ͘
΀ϰϮ΁ďĞůůŽ͕E͕͘<ĞƌƐƚũĞŶƐ͕,͘͘D͕͘WŽƐƚŵĂ͕͘^͕͘ŝƐĐŚŽī͕Z͕͘WƌŽƚĞŝŶƚǇƌŽƐŝŶĞŶŝƚƌĂƟŽŶ͗ƐĞůĞĐƟǀŝƚǇ͕
ƉŚǇƐŝĐŽĐŚĞŵŝĐĂůĂŶĚďŝŽůŽŐŝĐĂůĐŽŶƐĞƋƵĞŶĐĞƐ͕ĚĞŶŝƚƌĂƟŽŶ͕ĂŶĚƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐŵĞƚŚŽĚƐĨŽƌƚŚĞŝĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶ
ŽĨƚǇƌŽƐŝŶĞͲŶŝƚƌĂƚĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐ͘:͘WƌŽƚĞŽŵĞZĞƐ͘ϮϬϬϵ͕ϴ͕ϯϮϮϮͲϯϮϯϴ͘
΀ϰϯ΁ZĂĚŝ͕Z͕͘EŝƚƌŝĐŽǆŝĚĞ͕ŽǆŝĚĂŶƚƐ͕ĂŶĚƉƌŽƚĞŝŶƚǇƌŽƐŝŶĞŶŝƚƌĂƟŽŶ͘WƌŽĐ͘EĂƚů͘ĐĂĚ͘^Đŝ͘h^ϮϬϬϰ͕ϭϬϭ͕
ϰϬϬϯͲϰϬϬϴ͘
΀ϰϰ΁^ŽƵǌĂ͕ :͘D͕͘ĂŝŬŚŝŶ͕͕͘zƵĚŬŽĨĨ͕D͕͘ZĂŵĂŶ͕͘^͕͘ /ƐĐŚŝƌŽƉŽƵůŽƐ͕,͕͘&ĂĐƚŽƌƐĚĞƚĞƌŵŝŶŝŶŐƚŚĞ
ƐĞůĞĐƟǀŝƚǇŽĨƉƌŽƚĞŝŶƚǇƌŽƐŝŶĞŶŝƚƌĂƟŽŶ͘ƌĐŚ͘ŝŽĐŚĞŵ͘ŝŽƉŚǇƐ͘ϭϵϵϵ͕ϯϳϭ͕ϭϲϵͲϭϳϴ͘
 
΀ϰϱ΁/ƐĐŚŝƌŽƉŽƵůŽƐ͕,͕͘ŝŽůŽŐŝĐĂůƐĞůĞĐƟǀŝƚǇĂŶĚĨƵŶĐƟŽŶĂůĂƐƉĞĐƚƐŽĨƉƌŽƚĞŝŶƚǇƌŽƐŝŶĞŶŝƚƌĂƟŽŶ͘ŝŽĐŚĞŵ͘
ŝŽƉŚǇƐ͘ZĞƐ͘ŽŵŵƵŶ͘ϮϬϬϯ͕ϯϬϱ͕ϳϳϲͲϳϴϯ͘
΀ϰϲ΁ĂƌƚĞƐĂŐŚŝ͕^͕͘&ĞƌƌĞƌͲ^ƵĞƚĂ͕'͕͘WĞůƵīŽ͕'͕͘sĂůĞǌ͕s͘ ͕ĞƚĂů͕͘WƌŽƚĞŝŶƚǇƌŽƐŝŶĞŶŝƚƌĂƟŽŶŝŶŚǇĚƌŽƉŚŝůŝĐ
ĂŶĚŚǇĚƌŽƉŚŽďŝĐĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚƐ͘ŵŝŶŽĐŝĚƐϮϬϬϳ͕ϯϮ͕ϱϬϭͲϱϭϱ͘
΀ϰϳ΁ŚĂŬŝ͕D͕͘sĂůĚĞƌƌĂŵĂ͕Z͕͘&ĞƌŶĄŶĚĞǌͲKĐĂŹĂ͕͘D͕͘ĂƌƌĞƌĂƐ͕͕͘ĞƚĂů͕͘WƌŽƚĞŝŶƚĂƌŐĞƚƐŽĨƚǇƌŽƐŝŶĞ
ŶŝƚƌĂƟŽŶŝŶƐƵŶŇŽǁĞƌ;,ĞůŝĂŶƚŚƵƐĂŶŶƵƵƐ>͘ͿŚǇƉŽĐŽƚǇůƐ͘:͘ǆƉ͘Žƚ͘ϮϬϬϵ͕ϲϬ͕ϰϮϮϭͲϰϮϯϰ͘
΀ϰϴ΁^ĂŝƚŽ͕^͕͘zĂŵĂŵŽƚŽͲ<ĂƚŽƵ͕͕͘zŽƐŚŝŽŬĂ͕,͕͘ŽŬĞ͕E͕͘<ĂǁĂŬŝƚĂ͕<͕͘WĞƌŽǆǇŶŝƚƌŝƚĞŐĞŶĞƌĂƟŽŶĂŶĚ
ƚǇƌŽƐŝŶĞŶŝƚƌĂƟŽŶŝŶĚĞĨĞŶƐĞƌĞƐƉŽŶƐĞƐŝŶƚŽďĂĐĐŽzͲϮĐĞůůƐ͘WůĂŶƚĞůůWŚǇƐŝŽů͘ϮϬϬϲ͕ϰϳ͕ϲϴϵͲϲϵϳ͘
΀ϰϵ΁'ŽŶŐ͕z͘Ͳt͕͘zƵĂŶ͕z͘Ͳ:͕͘EŝƚƌŝĐŽǆŝĚĞŵĞĚŝĂƚĞƐŝŶĂĐƟǀĂƟŽŶŽĨŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ^ͲƚƌĂŶƐĨĞƌĂƐĞŝŶƐƵƐƉĞŶƐŝŽŶ
ĐƵůƚƵƌĞŽĨdĂǆƵƐĐƵƐƉŝĚĂƚĂĚƵƌŝŶŐƐŚĞĂƌƐƚƌĞƐƐ͘:͘ŝŽƚĞĐŚŶŽů͘ϮϬϬϲ͕ϭϮϯ͕ϭϴϱͲϭϵϮ͘
΀ϱϬ΁ŽƌƉĂƐ͕&͘ :͕͘ŚĂŬŝ͕D͕͘&ĞƌŶĄŶĚĞǌͲKĐĂŹĂ͕͕͘sĂůĚĞƌƌĂŵĂ͕Z͕͘ĞƚĂů͕͘DĞƚĂďŽůŝƐŵŽĨƌĞĂĐƟǀĞŶŝƚƌŽŐĞŶ
ƐƉĞĐŝĞƐŝŶƉĞĂƉůĂŶƚƐƵŶĚĞƌĂďŝŽƟĐƐƚƌĞƐƐĐŽŶĚŝƟŽŶƐ͘WůĂŶƚĞůůWŚǇƐŝŽů͘ϮϬϬϴ͕ϰϵ͕ϭϳϭϭͲϭϳϮϮ͘
΀ϱϭ΁ĞĐĐŽŶŝ͕͕͘KƌǌĞƫ͕^͕͘sĂŶĚĞůůĞ͕͕͘ZŝŶĂůĚƵĐĐŝ͕^͕͘ĞƚĂů͕͘WƌŽƚĞŝŶŶŝƚƌĂƟŽŶĚƵƌŝŶŐĚĞĨĞŶƐĞƌĞƐƉŽŶƐĞŝŶ
Arabidopsis thaliana. ůĞĐƚƌŽƉŚŽƌĞƐŝƐϮϬϬϵ͕ϯϬ͕ϮϰϲϬͲϮϰϲϴ͘
΀ϱϮ΁ŽƌƉĂƐ͕ &͘ :͕͘ŚĂŬŝ͕D͕͘>ĞƚĞƌƌŝĞƌ͕ D͕͘ĂƌƌŽƐŽ͕:͘͕͘WƌŽƚĞŝŶƚǇƌŽƐŝŶĞŶŝƚƌĂƟŽŶ͗ĂŶĞǁĐŚĂůůĞŶŐĞŝŶ
ƉůĂŶƚƐ͘WůĂŶƚ^ŝŐŶĂů͘ĞŚĂǀ͘ϮϬϬϵ͕ϰ͕ϵϮϬͲϵϮϯ͘
΀ϱϯ΁>ŽǌĂŶŽͲ:ƵƐƚĞ͕:͕͘ŽůŽŵͲDŽƌĞŶŽ͕Z͕͘>ĞſŶ͕:͕͘/ŶǀŝǀŽƉƌŽƚĞŝŶƚǇƌŽƐŝŶĞŶŝƚƌĂƟŽŶŝŶArabidopsis thaliana͘
:͘ǆƉ͘Žƚ͘ϮϬϭϭ͕ϲϮ͕ϯϱϬϭͲϯϱϭϳ͘
΀ϱϰ΁zĞŵĞƚƐ͕͘/͕͘<ƌĂƐǇůĞŶŬŽ͕z͘ ͕͘>ǇƚǀǇŶ͕͘/͕͘^ŚĞƌĞŵĞƚ͕z͘ ͕͘ůƵŵĞ͕z͘ ͕͘EŝƚƌŝĐŽǆŝĚĞƐŝŐŶĂůůŝŶŐǀŝĂ
ĐǇƚŽƐŬĞůĞƚŽŶŝŶƉůĂŶƚƐ͘WůĂŶƚ^Đŝ͘ϮϬϭϭ͕ϭϴϭ͕ϱϰϱͲϱϱϰ͘
΀ϱϱ΁sĂůĚĞƌƌĂŵĂ͕Z͕͘ŽƌƉĂƐ͕&͘ :͕͘ĂƌƌĞƌĂƐ͕͕͘&ĞƌŶĄŶĚĞǌͲKĐĂŹĂ͕͕͘ĞƚĂů͕͘EŝƚƌŽƐĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐŝŶƉůĂŶƚƐ͘&^
>ĞƩ͘ϮϬϬϳ͕ϱϴϭ͕ϰϱϯͲϰϲϭ͘
΀ϱϲ΁DŽƌŽƚͲ'ĂƵĚƌǇͲdĂůĂƌŵĂŝŶ͕ z͘ ͕ZŽĐŬĞů͕ W͘ ͕DŽƵƌĞĂƵǆ͕ d͘ ͕YƵŝůůĞƌĠ͕ /͕͘ĞƚĂů͕͘EŝƚƌŝƚĞĂĐĐƵŵƵůĂƟŽŶĂŶĚ
ŶŝƚƌŝĐŽǆŝĚĞĞŵŝƐƐŝŽŶŝŶƌĞůĂƟŽŶƚŽĐĞůůƵůĂƌƐŝŐŶĂůŝŶŐŝŶŶŝƚƌŝƚĞƌĞĚƵĐƚĂƐĞĂŶƟƐĞŶƐĞƚŽďĂĐĐŽ͘WůĂŶƚĂϮϬϬϮ͕
Ϯϭϱ͕ϳϬϴͲϳϭϱ͘
΀ϱϳ΁ŚĂŬŝ͕D͕͘&ĞƌŶĄŶĚĞǌͲKĐĂŹĂ͕͘D͕͘sĂůĚĞƌƌĂŵĂ͕Z͕͘ĂƌƌĞƌĂƐ͕͕͘ĞƚĂů͕͘ /ŶǀŽůǀĞŵĞŶƚŽĨƌĞĂĐƟǀĞ
ŶŝƚƌŽŐĞŶĂŶĚŽǆǇŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐ;ZE^ĂŶĚZK^ͿŝŶƐƵŶŇŽǁĞƌͲŵŝůĚĞǁŝŶƚĞƌĂĐƟŽŶ͘WůĂŶƚĞůůWŚǇƐŝŽů͘ϮϬϬϵ͕ϱϬ͕
ϮϲϱͲϮϳϵ͘
΀ϱϴ΁'ĂůĞƚƐŬŝǇ͕ ͕͘>ŽŚƐĐŚĞŝĚĞƌ͕ :͘E͕͘<ŽŶŽŶŝŬŚŝŶ͕͘^͕͘WŽƉŽǀ͕ /͘͕͘ĞƚĂů͕͘WŚŽƐƉŚŽƌǇůĂƟŽŶĂŶĚŶŝƚƌĂƟŽŶ
ůĞǀĞůƐŽĨƉŚŽƚŽƐǇŶƚŚĞƟĐƉƌŽƚĞŝŶƐĂƌĞĐŽŶǀĞƌƐĞůǇƌĞŐƵůĂƚĞĚďǇ ůŝŐŚƚƐƚƌĞƐƐ͘WůĂŶƚDŽů͘ŝŽů͘ϮϬϭϭ͕ϳϳ͕ 
ϰϲϭͲϰϳϯ͘
΀ϱϵ΁ůǀĂƌĞǌ͕͕͘>ŽǌĂŶŽͲ:ƵƐƚĞ͕:͕͘ZŽŵĞƌŽ͕>͘͕͘'ĂƌĐŝĂ͕/͕͘ĞƚĂů͕͘/ŶŚŝďŝƟŽŶŽĨArabidopsis KͲĂĐĞƚǇůƐĞƌŝŶĞ;ƚŚŝŽůͿ
ůǇĂƐĞϭďǇƚǇƌŽƐŝŶĞŶŝƚƌĂƟŽŶ͘:͘ŝŽů͘ŚĞŵ͘ϮϬϭϭ͕Ϯϴϲ͕ϱϳϴͲϱϴϲ͘
΀ϲϬ΁DĞůŽ͕W͘ D͕͘^ŝůǀĂ͕>͘^͕͘ZŝďĞŝƌŽ͕/͕͘^ĞĂďƌĂ͕͘Z͕͘ĂƌǀĂůŚŽ͕,͘'͕͘'ůƵƚĂŵŝŶĞƐǇŶƚŚĞƚĂƐĞŝƐĂŵŽůĞĐƵůĂƌ
ƚĂƌŐĞƚŽĨŶŝƚƌŝĐŽǆŝĚĞŝŶƌŽŽƚŶŽĚƵůĞƐŽĨDĞĚŝĐĂŐŽƚƌƵŶĐĂƚƵůĂĂŶĚŝƐƌĞŐƵůĂƚĞĚďǇƚǇƌŽƐŝŶĞŶŝƚƌĂƟŽŶ͘Plant 
WŚǇƐŝŽů͘ϮϬϭϭ͕ϭϱϳ͕ϭϱϬϱͲϭϱϭϳ͘
ŚĂƉƚĞƌϮ
ϰϭ
W>EdWZKd/E^hEZKy/d/sdd<
΀ϲϭ΁DĂĂƐƐĞŶ͕͕͘,ĞŶŶŝŐ͕:͕͘īĞĐƚŽĨDĞĚŝĐĂŐŽƐĂƟǀĂDŚďϭŐĞŶĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŽŶĚĞĨĞŶƐĞƌĞƐƉŽŶƐĞŽĨ
Arabidopsis thalianaƉůĂŶƚƐ͘ĐƚĂŝŽĐŚŝŵ͘WŽů͘ϮϬϭϭ͕ϱϴ͕ϰϮϳͲϰϯϮ͘
΀ϲϮ΁:ŽǀĂŶŽǀŝđ͕͘D͕͘ƵƌƐƚ͕^͕͘EŝĐŬ͕W͘ ͕WůĂŶƚĐĞůůĚŝǀŝƐŝŽŶŝƐƐƉĞĐŝĮĐĂůůǇĂīĞĐƚĞĚďǇŶŝƚƌŽƚǇƌŽƐŝŶĞ͘:͘ǆƉ͘
Žƚ͘ϮϬϭϬ͕ϲϭ͕ϵϬϭͲϵϬϵ͘
΀ϲϯ΁DĂůůŽǌǌŝ͕͕͘ŝ^ƚĂƐŝ͕͘D͘D͕͘DŝŶĞƫ͕D͕͘EŝƚƌŽƚǇƌŽƐŝŶĞŵŝŵŝĐƐƉŚŽƐƉŚŽƚǇƌŽƐŝŶĞďŝŶĚŝŶŐƚŽƚŚĞ^,Ϯ 
ĚŽŵĂŝŶŽĨƚŚĞƐƌĐĨĂŵŝůǇƚǇƌŽƐŝŶĞŬŝŶĂƐĞůǇŶ͘&^>ĞƩ͘ϮϬϬϭ͕ϱϬϯ͕ϭϴϵͲϭϵϱ͘
΀ϲϰ΁DŽŶƚĞŝƌŽ͕,͘W͘ ͕ƌĂŝ͕Z͘:͕͘dƌĂǀĂƐƐŽƐ͕>͘Z͕͘WƌŽƚĞŝŶƚǇƌŽƐŝŶĞƉŚŽƐƉŚŽƌǇůĂƟŽŶĂŶĚƉƌŽƚĞŝŶƚǇƌŽƐŝŶĞ
ŶŝƚƌĂƟŽŶŝŶƌĞĚŽǆƐŝŐŶĂůŝŶŐ͘ŶƟŽǆŝĚ͘ZĞĚŽǆ^ŝŐŶĂů͘ϮϬϬϴ͕ϭϬ͕ϴϰϯͲϴϴϵ͘
΀ϲϱ΁ďĞůůŽ͕E͕͘ĂƌƌŽƐŽ͕͕͘<ĞƌƐƚũĞŶƐ͕,͘͕͘WŽƐƚŵĂ͕͘^͕͘ŝƐĐŚŽī͕Z͕͘ŚĞŵŝĐĂůůĂďĞůŝŶŐĂŶĚĞŶƌŝĐŚŵĞŶƚ
ŽĨŶŝƚƌŽƚǇƌŽƐŝŶĞͲĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐƉĞƉƟĚĞƐ͘dĂůĂŶƚĂϮϬϭϬ͕ϴϬ͕ϭϱϬϯͲϭϱϭϮ͘
΀ϲϲ΁ŚĂŶŐ͕Y͕͘YŝĂŶ͕tͲ͘:͕͘<ŶǇƵƐŚŬŽ͕d͘ s͘ ͕ůĂƵƐƐ͕d͘ Z͘t͕͘ĞƚĂů͕͘ŵĞƚŚŽĚĨŽƌƐĞůĞĐƟǀĞĞŶƌŝĐŚŵĞŶƚĂŶĚ
ĂŶĂůǇƐŝƐŽĨŶŝƚƌŽƚǇƌŽƐŝŶĞͲĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐƉĞƉƟĚĞƐŝŶĐŽŵƉůĞǆƉƌŽƚĞŽŵĞƐĂŵƉůĞƐ͘:͘WƌŽƚĞŽŵĞZĞƐ͘ϮϬϬϳ͕ϲ͕ 
ϮϮϱϳͲϮϮϲϴ͘
΀ϲϳ΁ƌĞŵŝŶĂ͕͘^͕͘>ŝ͕y͕͘'ĂůĞǀĂ͕E͘͕͘^ŚĂƌŽǀ͕ s͘ ^͕͘ĞƚĂů͕͘ŵĞƚŚŽĚŽůŽŐǇĨŽƌƐŝŵƵůƚĂŶĞŽƵƐŇƵŽƌŽŐĞŶŝĐ
ĚĞƌŝǀĂƟǌĂƟŽŶĂŶĚďŽƌŽŶĂƚĞĂĸŶŝƚǇĞŶƌŝĐŚŵĞŶƚŽĨϯͲŶŝƚƌŽƚǇƌŽƐŝŶĞͲĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐƉĞƉƟĚĞƐ͘ŶĂů͘ŝŽĐŚĞŵ͘
ϮϬϭϭ͕ϰϭϴ͕ϭϴϰͲϭϵϲ͘
΀ϲϴ΁WƌŽŬĂŝͲdĂƚƌĂŝ͕<͕͘'ƵŽ͕:͕͘WƌŽŬĂŝ͕>͕͘^ĞůĞĐƟǀĞĐŚĞŵŽƉƌĞĐŝƉŝƚĂƟŽŶĂŶĚƐƵďƐĞƋƵĞŶƚƌĞůĞĂƐĞŽĨƚĂŐŐĞĚ
ƐƉĞĐŝĞƐĨŽƌƚŚĞĂŶĂůǇƐŝƐŽĨŶŝƚƌŽƉĞƉƟĚĞƐďǇůŝƋƵŝĚĐŚƌŽŵĂƚŽŐƌĂƉŚǇͲƚĂŶĚĞŵŵĂƐƐƐƉĞĐƚƌŽŵĞƚƌǇ͘Mol. Cell. 
WƌŽƚĞŽŵŝĐƐϮϬϭϭ͕ϭϬ͕DϭϭϬ͘ϬϬϮϵϮϯ͘
΀ϲϵ΁>ĞĞ͕:͘Z͕͘>ĞĞ͕^͘:͕͘<ŝŵ͕d͘ t͕͘<ŝŵ͕:͘<͕͘ĞƚĂů͕͘ŚĞŵŝĐĂůĂƉƉƌŽĂĐŚĨŽƌƐƉĞĐŝĮĐĞŶƌŝĐŚŵĞŶƚĂŶĚŵĂƐƐ
ĂŶĂůǇƐŝƐŽĨŶŝƚƌĂƚĞĚƉĞƉƟĚĞƐ͘ŶĂů͘ŚĞŵ͘ϮϬϬϵ͕ϴϭ͕ϲϲϮϬͲϲϲϮϲ͘
΀ϳϬ΁'ŚĞƐƋƵŝğƌĞ͕͕͘ŽůĂĞƌƚ͕E͕͘,ĞůƐĞŶƐ͕<͕͘ĞũĂŐĞƌ͕ >͕͘ĞƚĂů͕͘/ŶǀŝƚƌŽĂŶĚŝŶǀŝǀŽƉƌŽƚĞŝŶͲďŽƵŶĚƚǇƌŽƐŝŶĞ
ŶŝƚƌĂƟŽŶĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĞĚďǇĚŝĂŐŽŶĂůĐŚƌŽŵĂƚŽŐƌĂƉŚǇ͘DŽů͘Ğůů͘WƌŽƚĞŽŵŝĐƐϮϬϬϵ͕ϴ͕ϮϲϰϮͲϮϲϱϮ͘
΀ϳϭ΁ĂǀŝĞƐ͕D͘:͕͘dŚĞŽǆŝĚĂƟǀĞĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚĂŶĚƉƌŽƚĞŝŶĚĂŵĂŐĞ͘ŝŽĐŚŝŵŝĐĂĞƚďŝŽƉŚǇƐŝĐĂĂĐƚĂϮϬϬϱ͕
ϭϳϬϯ͕ϵϯͲϭϬϵ͘
΀ϳϮ΁ZĞǇ͕W͘ ͕ĞĐƵǁĞ͕E͕͘ĂƌƌĂƵůƚ͕D͘͕͘ZƵŵĞĂƵ͕͕͘ĞƚĂů͕͘dŚĞArabidopsis thaliana ƐƵůĮƌĞĚŽǆŝŶŝƐĂ
ƉůĂƐƟĚŝĐĐǇƐƚĞŝŶĞͲƐƵůĮŶŝĐĂĐŝĚƌĞĚƵĐƚĂƐĞŝŶǀŽůǀĞĚŝŶƚŚĞƉŚŽƚŽŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐƌĞƐƉŽŶƐĞ͘WůĂŶƚ:ϮϬϬϳ͕ϰϵ͕
ϱϬϱͲϱϭϰ͘
΀ϳϯ΁>ŝŶĚĂŚů͕D͕͘DĂƚĂͲĂďĂŶĂ͕͕͘<ŝĞƐĞůďĂĐŚ͕ d͘ ͕dŚĞĚŝƐƵůĮĚĞƉƌŽƚĞŽŵĞĂŶĚŽƚŚĞƌƌĞĂĐƟǀĞĐǇƐƚĞŝŶĞ
ƉƌŽƚĞŽŵĞƐ͗ĂŶĂůǇƐŝƐĂŶĚĨƵŶĐƟŽŶĂůƐŝŐŶŝĮĐĂŶĐĞ͘ŶƟŽǆŝĚZĞĚŽǆ^ŝŐŶĂůϮϬϭϭ͕ϭϰ͕ϮϱϴϭͲϮϲϰϮ͘
΀ϳϰ΁ŽƵƚƵƌŝĞƌ͕ :͕͘ŚŝďĂŶŝ͕<͕͘:ĂĐƋƵŽƚ͕:͘W͘ ͕ZŽƵŚŝĞƌ͕ E͕͘ǇƐƚĞŝŶĞͲďĂƐĞĚƌĞĚŽǆƌĞŐƵůĂƟŽŶĂŶĚƐŝŐŶĂůŝŶŐŝŶ
ƉůĂŶƚƐ͘&ƌŽŶƚWůĂŶƚ^ĐŝϮϬϭϯ͕ϰ͕ϭϬϱ͘      
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KEdydΘ/D^
^KWEK:d/s^
ŶŚĂŶĐĞĚƌĞĂĐƟǀĞŽǆǇŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐ;ZK^ͿƉƌŽĚƵĐƟŽŶŝƐĂĐŽŵŵŽŶƚŚĞŵĞŝŶƚŚĞƌĞƐƉŽŶƐĞŽĨƉůĂŶƚƐƚŽ
ĂĚǀĞƌƐĞĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚĂůĐŽŶĚŝƟŽŶƐ͘dŚŝƐ ůĞĂĚƐƚŽĂŶŝŵďĂůĂŶĐĞŽĨƚŚĞZK^ŚŽŵĞŽƐƚĂƐŝƐĂŶĚĐĂŶĐĂƵƐĞ
ƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚĐĞůůƵůĂƌĚĂŵĂŐĞ͕ďƵƚĐĂŶĂůƐŽŝŶŝƟĂƚĞĚĞĨĞŶƐĞƌĞƐƉŽŶƐĞƐ͕ǁŚĞƌĞƚŚĞƉůĂŶƚƵƐĞƐZK^ĂƐƐŝŐŶĂůŝŶŐ
ŵŽůĞĐƵůĞƐ ΀ϭ͕Ϯ΁͘ŵŽŶŐƐƚ ƚŚĞĚŝĨĨĞƌĞŶƚZK^͕ŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞ ŝƐƉĂƌƚŝĐƵůĂƌůǇƐƵŝƚĂďůĞƚŽ ĨƵůĨŝůůĂ
ƐŝŐŶĂůŝŶŐĨƵŶĐƟŽŶǁŝƚŚŝƚƐƌĞůĂƟǀĞůǇůŽŶŐŚĂůĨͲůŝĨĞĂŶĚƐŵĂůůƐŝǌĞ͕ĂůůŽǁŝŶŐŝƚƚŽŵŝŐƌĂƚĞƚŽĚŝīĞƌĞŶƚĐĞůůƵůĂƌ
ĐŽŵƉĂƌƚŵĞŶƚƐ΀ϯ͕ϰ΁͘DƵƚĂŶƚƉůĂŶƚƐĚĞĨĞĐƟǀĞŝŶƉĞƌŽǆŝƐŽŵĂůd>^ϮĂƌĞǀĞƌǇŝŵƉŽƌƚĂŶƚƚŽŽůƐƚŽ
study the in vivoĞīĞĐƚƐŽĨŝŶĐƌĞĂƐĞĚŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞůĞǀĞůƐ΀ϱ΁͘dŚĞĐĂƚĂůĂƐĞϮĞŶǌǇŵĞŝƐƚŚĞŵĂũŽƌ
leaf catalase isoform out of three encoded in the Arabidopsis genome and acts as the leading scavenger 
ŽĨŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞ΀ϱ΁͘dŚĞůĂƩĞƌďĞĐĂŵĞĂƉƉĂƌĞŶƚĂƐĐĂƚĂůĂƐĞϮĚĞĮĐŝĞŶƚƉůĂŶƚƐƐŚŽǁĂƌĞĚƵĐƟŽŶ
ŝŶĐĂƚĂůĂƐĞĂĐƟǀŝƚǇƚŽŽŶůǇϭϬйŽĨƚŚĂƚŝŶǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐ΀ϲ΁͘hƉŽŶƉŚŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƟŽŶ͕ǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐ
ƉƌŽĚƵĐĞŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞďǇŐůǇĐŽůĂƚĞŽǆŝĚĂƐĞŝŶƚŚĞƉĞƌŽǆŝƐŽŵĞƐ͕ǁŚŝĐŚŝƐŝŶƚƵƌŶƐĐĂǀĞŶŐĞĚďǇdϮ͘
,ĞŶĐĞ͕ĞǆƉŽƐƵƌĞŽĨĐĂƚĂůĂƐĞϮŬŶŽĐŬͲŽƵƚƉůĂŶƚƐ;cat2-2ͿƚŽƉŚŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƚŽƌǇŝŶĚƵĐŝŶŐĐŽŶĚŝƟŽŶƐŝŶĐƌĞĂƐĞƐ
ƚŚĞŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞĂǀĂŝůĂďŝůŝƚǇǁŝƚŚŝŶƚŚĞƉůĂŶƚƐ͘dŚŝƐĞŶĚŽŐĞŶŽƵƐŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞƉƌŽĚƵĐƟŽŶ
renders cat2-2ƉůĂŶƚƐĂƉŚǇƐŝŽůŽŐŝĐĂůůǇŵƵĐŚŵŽƌĞƌĞůĞǀĂŶƚŵŽĚĞůƐǇƐƚĞŵ΀ϳ΁ƚŚĂŶƌĂƚŚĞƌŚŝŐŚŚǇĚƌŽŐĞŶ
ƉĞƌŽǆŝĚĞůĞǀĞůƐĞǆŽŐĞŶĞŽƵƐůǇĚĞůŝǀĞƌĞĚƚŽƉůĂŶƚƟƐƐƵĞƐŽƌƉůĂŶƚĐĞůůƐ΀ϴ΁͘&ŽƌƚŚŝƐƌĞĂƐŽŶ͕ǁĞŚĞƌĞĞŵƉůŽǇ
ƚŚĞǁĞůůͲĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĞĚcat2-2ƉůĂŶƚƐĂƐŽƵƌŵŽĚĞůƐǇƐƚĞŵƚŽƐƚƵĚǇƚŚĞŵŽůĞĐƵůĂƌƌĞƐƉŽŶƐĞƐƵƉŽŶŽǆŝĚĂƟǀĞ
ƐƚƌĞƐƐ͘ůƚŚŽƵŐŚŵƵůƟƉůĞŐĞŶŽŵĞͲǁŝĚĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŽŵĞĂŶĂůǇƐĞƐŽĨĐĂƚĂůĂƐĞĚĞĮĐŝĞŶƚƉůĂŶƚƐĞǆƉŽƐĞĚƚŽ
ŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐůĞĚƚŽĂĐŽŵƉƌĞŚĞŶƐŝǀĞŝŶǀĞŶƚŽƌǇŽĨŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞŐĞŶĞƐ΀ϲ͕ϳ͕ϵͲϭϮ΁͕
ǀĞƌǇůŝƩůĞŝƐŬŶŽǁŶĂďŽƵƚƚŚĞŽƵƚĐŽŵĞŽĨƚŚĞƐĞƌĞƐƉŽŶƐĞƐĂƚƚŚĞƉƌŽƚĞŝŶůĞǀĞů͘ůƚŚŽƵŐŚƉƌŽƚĞŝŶƐĂƌĞƚŚĞ
ĨƵŶĐƟŽŶĂůĞŶƟƟĞƐŽĨĂůŝǀŝŶŐĐĞůů͕ƚŚĞƌĞŝƐĂůĂƌŐĞŬŶŽǁůĞĚŐĞŐĂƉďĞƚǁĞĞŶƌĞŐƵůĂƟŽŶĂƚƚŚĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂů
ůĞǀĞůĂŶĚƚŚĞĐŽŶƐĞĐƵƟǀĞƌĞŐƵůĂƚŽƌǇƐƚĞƉƐůĞĂĚŝŶŐƚŽƚŚĞŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐĚĞƉĞŶĚĞŶƚƉƌŽƚĞŝŶƉƌŽĚƵĐƟŽŶ
ĂŶĚƐƚĂďŝůŝƚǇ͘
dŚŝƐƉƌŽũĞĐƚĂŝŵƐƚŽĮůůƚŚĞŐĂƉƐďǇŐĞŶĞƌĂƟŶŐƚŚĞŶĞĐĞƐƐĂƌǇĂĚĚŝƟŽŶĂůŽŵŝĐƐĚĂƚĂ͕ĞƐƐĞŶƟĂůƚŽŐĞƚ
ĂŵƵůƚŝͲĂŶŐůĞǀŝĞǁŽĨƚŚĞZK^ƐŝŐŶĂůŝŶŐŶĞƚǁŽƌŬ͕ǁŝƚŚĂ ĨŽĐƵƐƚŽǁĂƌĚƐƚŚĞƉƌŽƚĞŽŵĞĂŶĚďĞǇŽŶĚ͘
KƵƌŵĂŝŶŽďũĞĐƟǀĞŝƐƚŽŝŶǀĞŶƚŽƌŝǌĞĂŶĚĂƐƐĞƐƐƚŚĞĚǇŶĂŵŝĐƐŽĨƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚůĞǀĞůƐ͕ƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂŶĚƉƌŽƚĞŝŶ
ĂďƵŶĚĂŶĐĞĚƵƌŝŶŐƚŚĞŽǆŝĚĂƚŝǀĞƐƚƌĞƐƐƌĞƐƉŽŶƐĞ ŝŶArabidopsis thalianaǁŝůĚͲƚǇƉĞĂŶĚd>^Ϯ
ŬŶŽĐŬͲŽƵƚƉůĂŶƚƐ;cat2-2Ϳ͘dŚĞƌĞĨŽƌĞ͕ǁĞǁŝůůŝŵƉůĞŵĞŶƚĂŶĚŽƉƟŵŝǌĞƐƚĂƚĞͲŽĨͲƚŚĞĂƌƚŵĂƐƐƐƉĞĐƚƌŽŵĞƚƌǇ͕ 
ŝ͘Ğ͘ĂƋƵĂŶƟƚĂƟǀĞŐĞůͲĨƌĞĞƐŚŽƚŐƵŶƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐĂƉƉƌŽĂĐŚ͕ĂŶĚŶĞǆƚŐĞŶĞƌĂƟŽŶƐĞƋƵĞŶĐŝŶŐƚĞĐŚŶŽůŽŐŝĞƐ͕
ŶĂŵĞůǇĂƌŝďŽƐŽŵĞƉƌŽĮůŝŶŐƐƚƵĚǇ΀ϭϯ΁ŐĞŶĞƌĂƟŶŐŵZEͲƐĞƋĂŶĚƌŝďŽͲƐĞƋĚĂƚĂ͘ZŝďŽƐŽŵĞƉƌŽĮůŝŶŐ
ĞŶƚĂŝůƐƚŚĞĚĞĞƉƐĞƋƵĞŶĐŝŶŐŽĨƌŝďŽƐŽŵĂůƉƌŽƚĞĐƚĞĚŵĞƐƐĞŶŐĞƌZE͕ƐŽĐĂůůĞĚƌŝďŽƐŽŵĂůĨŽŽƚƉƌŝŶƚƐ
΀ϭϰ΁͘ŽŵďŝŶĞĚǁŝƚŚŵZEͲƐĞƋƵĞŶĐŝŶŐ͕ ƚŚĞƐĞĚĂƚĂĂƌĞƉĂƌƚŝĐƵůĂƌůǇ ƐƵŝƚĞĚ ƚŽƉĞƌĨŽƌŵ ŝŶͲĚĞƉƚŚ
ƐƚƵĚŝĞƐŽĨƉƌŽƚĞŝŶƚƌĂŶƐůĂƟŽŶ͘&ŽŽƚƉƌŝŶƚĂďƵŶĚĂŶĐĞƐƉŽŝŶƚŽƵƚƚŚĞĂĐƚƵĂůŵZEŵŽůĞĐƵůĞƐƚŚĂƚĂƌĞ
ďĞŝŶŐƚƌĂŶƐůĂƚĞĚ͕ĚĞĮŶĞƚŚĞŽƉĞŶƌĞĂĚŝŶŐĨƌĂŵĞƐĂŶĚŵŽƌĞŽǀĞƌ͕ ƚŚĞĞĸĐŝĞŶĐǇŽĨƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĐĂŶďĞ
ŝŶĨĞƌƌĞĚ΀ϭϯ͕ϭϱ͕ϭϲ΁͘KĨŶŽƚĞ͕ƐƵĐŚƌŝďŽƐŽŵĞƉƌŽĮůŝŶŐƐƚƵĚŝĞƐǁĞƌĞĂůƌĞĂĚǇƉƌŽǀĞŶƵƐĞĨƵůƚŽĚĞĮŶĞƚŚĞ
ůĂŶĚƐĐĂƉĞŽĨŐĞŶŽŵĞͲǁŝĚĞƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨƚƌĂŶƐůĂƟŽŶŝŶƌĞƐƉŽŶƐĞƚŽŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞ ŝŶǇĞĂƐƚ΀ϭϳ΁͘
ǇĐŽŵďŝŶŝŶŐŽƵƌŵĂƐƐƐƉĞĐƚƌŽŵĞƚƌǇĂŶĚŶĞǆƚͲŐĞŶĞƌĂƚŝŽŶƐĞƋƵĞŶĐŝŶŐĚĂƚĂƐĞƚƐ͕ǁĞĂŝŵƚŽƉƌŽǀŝĚĞ
ŝŶƐŝŐŚƚƐŝŶƚŽƚŚĞĐŽŵƉůĞǆĚǇŶĂŵŝĐŝŶƚĞƌƉůĂǇŽĨĐĞůůƵůĂƌƌĞŐƵůĂƟŽŶĚƵƌŝŶŐŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͘
ϰϲ
Chapter 3
/ŶĂĚĚŝƟŽŶ͕ǁĞǁŝůůŝĚĞŶƟĨǇĂŶĚĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĞin vivoŽǆŝĚĂƟŽŶĞǀĞŶƚƐŽĨƉƌŽƚĞŝŶͲďŽƵŶĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞĚƵƌŝŶŐ
ŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐƵƐŝŶŐƚŚĞƉƌŽƚĞŽŵĞͲǁŝĚĞK&Z/ƚĞĐŚŶŽůŽŐǇ΀ϭϯ΁͘ZĞǀĞƌƐŝďůĞŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ
ŝƐĂƉůĂƵƐŝďůĞŵĞĐŚĂŶŝƐŵƚŽƉĞƌĐĞŝǀĞŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐĂŶĚŵŝŐŚƚĨƵŶĐƟŽŶŝŶƌĞĚŽǆƐŝŐŶĂůůŝŶŐ͘dŚŝƐƐƚƵĚǇ
ǁŝůůůĞĂĚƚŽĐĂŶĚŝĚĂƚĞƉƌŽƚĞŝŶƐƚŚĂƚĂƌĞĂďůĞƚŽƉĞƌĐĞŝǀĞĐŚĂŶŐĞƐŝŶĐĞůůƵůĂƌƌĞĚŽǆƉŽƚĞŶƟĂů͘
dŚŝƐŐůŽďĂůǀŝĞǁŽŶŚŽǁƉůĂŶƚƐ͕ĂŶĚŵŽƌĞƐƉĞĐŝĮĐĂůůǇA. thaliana͕ƌĞĂĐƚƚŽĂŶĚĐŽƉĞǁŝƚŚĂĐĐƵŵƵůĂƚĞĚ
ZK^ ůĞǀĞůƐ͕ǁŝůů ĐŽŶƚƌŝďƵƚĞ ƚŽĂďĞƚƚĞƌƵŶĚĞƌƐƚĂŶĚŝŶŐŽĨƉůĂŶƚĂĚĂƉƚĂďŝůŝƚǇ ƚŽ ƐƚƌĞƐƐ͘tĞĂƐƉŝƌĞ
ƚŽ ƌĞǀĞĂů ŝŵƉŽƌƚĂŶƚƉůĂǇĞƌƐĂŶĚƉŽƐƐŝďůĞ ƌĞŐƵůĂƚŽƌƐŽĨ ƚŚĞZK^ ƐŝŐŶĂůŝŶŐŶĞƚǁŽƌŬ͕ ƌĞƐƵůƚŝŶŐ ŝŶ
ĂŶĞǆƚĞŶĚĞĚƉŽŽůŽĨŶŽǀĞůƚĂƌŐĞƚƐĨŽƌĞŶŐŝŶĞĞƌŝŶŐĂďŝŽƟĐƐƚƌĞƐƐƚŽůĞƌĂŶĐĞ͘   
പ
4ϳ
KEdydΘ/D^
Z&ZE^
΀ϭ΁^ƵǌƵŬŝ͕E͕͘<ŽƵƐƐĞǀŝƚǌŬǇ͕ ^͕͘DŝƩůĞƌ͕ Z͕͘DŝůůĞƌ͕ '͕͘ZK^ĂŶĚƌĞĚŽǆƐŝŐŶĂůůŝŶŐŝŶƚŚĞƌĞƐƉŽŶƐĞŽĨƉůĂŶƚƐƚŽ
ĂďŝŽƟĐƐƚƌĞƐƐ͘WůĂŶƚĞůůŶǀŝƌŽŶϮϬϭϮ͕ϯϱ͕ϮϱϵͲϮϳϬ͘
΀Ϯ΁DŝƩůĞƌ͕ Z͕͘sĂŶĚĞƌĂƵǁĞƌĂ͕^͕͘^ƵǌƵŬŝ͕E͕͘DŝůůĞƌ͕ '͕͘et al͕͘ZK^ƐŝŐŶĂůŝŶŐ͗ƚŚĞŶĞǁǁĂǀĞ͍Trends Plant 
^ĐŝϮϬϭϭ͕ϭϲ͕ϯϬϬͲϯϬϵ͘
΀ϯ΁ŝĞŶĞƌƚ͕'͘W͘ ͕^ ĐŚũŽĞƌƌŝŶŐ͕:͘<͕͘:ĂŚŶ͕d͘ W͘ ͕DĞŵďƌĂŶĞƚƌĂŶƐƉŽƌƚŽĨŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞ͘ŝŽĐŚŝŵŝŽƉŚǇƐ
ĐƚĂϮϬϬϲ͕ϭϳϱϴ͕ϵϵϰͲϭϬϬϯ͘
΀ϰ΁WĞƚƌŽǀ͕ s͘ ͕͘sĂŶƌĞƵƐĞŐĞŵ͕&͘ ͕,ǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞͲĂĐĞŶƚƌĂůŚƵďĨŽƌŝŶĨŽƌŵĂƟŽŶŇŽǁŝŶƉůĂŶƚĐĞůůƐ͘
ŽWůĂŶƚƐϮϬϭϮ͕ϮϬϭϮ͕ƉůƐϬϭϰ͘
΀ϱ΁DŚĂŵĚŝ͕͕͘YƵĞǀĂů͕'͕͘ŚĂŽƵĐŚ͕^͕͘sĂŶĚĞƌĂƵǁĞƌĂ͕^͕͘et al͕͘ĂƚĂůĂƐĞĨƵŶĐƟŽŶŝŶƉůĂŶƚƐ͗ĂĨŽĐƵƐŽŶ
ArabidopsisŵƵƚĂŶƚƐĂƐƐƚƌĞƐƐͲŵŝŵŝĐŵŽĚĞůƐ͘:ǆƉŽƚϮϬϭϬ͕ϲϭ͕ϰϭϵϳͲϰϮϮϬ͘
΀ϲ΁sĂŶĚĞŶĂďĞĞůĞ͕^͕͘sĂŶĞƌ<ĞůĞŶ͕<͕͘Ăƚ͕:͕͘'ĂĚũĞǀ͕ /͕͘et al͕͘ĐŽŵƉƌĞŚĞŶƐŝǀĞĂŶĂůǇƐŝƐŽĨŚǇĚƌŽŐĞŶ
ƉĞƌŽǆŝĚĞͲŝŶĚƵĐĞĚŐĞŶĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŝŶƚŽďĂĐĐŽ͘WƌŽĐEĂƚůĐĂĚ^Đŝh^ϮϬϬϯ͕ϭϬϬ͕ϭϲϭϭϯͲϭϲϭϭϴ͘
΀ϳ΁sĂŶĚĞŶĂďĞĞůĞ͕^͕͘sĂŶĚĞƌĂƵǁĞƌĂ͕^͕͘sƵǇůƐƚĞŬĞ͕D͕͘ZŽŵďĂƵƚƐ͕^͕͘et al͕͘ĂƚĂůĂƐĞĚĞĮĐŝĞŶĐǇĚƌĂƐƟĐĂůůǇ
ĂīĞĐƚƐŐĞŶĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŝŶĚƵĐĞĚďǇŚŝŐŚůŝŐŚƚŝŶArabidopsisƚŚĂůŝĂŶĂ͘WůĂŶƚ:ŽƵƌŶĂůϮϬϬϰ͕ϯϵ͕ϰϱͲϱϴ͘
΀ϴ΁sĂŶĚĞƌĂƵǁĞƌĂ͕^͕͘ŝŵŵĞƌŵĂŶŶ͕W͘ ͕ZŽŵďĂƵƚƐ͕^͕͘sĂŶĚĞŶĂďĞĞůĞ͕^͕͘et al͕͘'ĞŶŽŵĞͲǁŝĚĞĂŶĂůǇƐŝƐŽĨ
ŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞͲƌĞŐƵůĂƚĞĚŐĞŶĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŝŶArabidopsisƌĞǀĞĂůƐĂŚŝŐŚůŝŐŚƚͲŝŶĚƵĐĞĚƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂů
ĐůƵƐƚĞƌŝŶǀŽůǀĞĚŝŶĂŶƚŚŽĐǇĂŶŝŶďŝŽƐǇŶƚŚĞƐŝƐ͘WůĂŶƚWŚǇƐŝŽůϮϬϬϱ͕ϭϯϵ͕ϴϬϲͲϴϮϭ͘
΀ϵ΁YƵĞǀĂů͕'͕͘ /ƐƐĂŬŝĚŝƐͲŽƵƌŐƵĞƚ͕͕͘,ŽĞďĞƌŝĐŚƚƐ͕ &͘ ͕͘sĂŶĚŽƌƉĞ͕D͕͘et al͕͘ŽŶĚŝƟŽŶĂůŽǆŝĚĂƟǀĞ
stress responses in the ArabidopsisƉŚŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƚŽƌǇŵƵƚĂŶƚĐĂƚϮĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞƚŚĂƚƌĞĚŽǆƐƚĂƚĞŝƐĂŬĞǇ
ŵŽĚƵůĂƚŽƌŽĨĚĂǇůĞŶŐƚŚͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚŐĞŶĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ͕ĂŶĚĚĞĮŶĞƉŚŽƚŽƉĞƌŝŽĚĂƐĂĐƌƵĐŝĂůĨĂĐƚŽƌŝŶƚŚĞ
ƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨ,ϮKϮͲŝŶĚƵĐĞĚĐĞůůĚĞĂƚŚ͘WůĂŶƚ:ϮϬϬϳ͕ϱϮ͕ϲϰϬͲϲϱϳ͘
΀ϭϬ΁YƵĞǀĂů͕'͕͘EĞƵŬĞƌŵĂŶƐ͕:͕͘sĂŶĚĞƌĂƵǁĞƌĂ͕^͕͘sĂŶƌĞƵƐĞŐĞŵ͕&͘ ͕EŽĐƚŽƌ͕ '͕͘ĂǇůĞŶŐƚŚŝƐĂŬĞǇ
ƌĞŐƵůĂƚŽƌŽĨƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŽŵŝĐƌĞƐƉŽŶƐĞƐƚŽďŽƚŚK;ϮͿĂŶĚ,;ϮͿK;ϮͿŝŶArabidopsis͘WůĂŶƚĞůůŶǀŝƌŽŶϮϬϭϮ͕
ϯϱ͕ϯϳϰͲϯϴϳ͘
΀ϭϭ΁sĂŶĚĞƌĂƵǁĞƌĂ͕^͕͘,ŽĞďĞƌŝĐŚƚƐ͕&͘ ͕͘ƌĞƵƐĞŐĞŵ͕&͘ ͕ŝŶ͗ZŝŽ͕>͘͕͘WƵƉƉŽ͕͘;ĚƐ͘Ϳ͕ZĞĂĐƟǀĞKǆǇŐĞŶ
^ƉĞĐŝĞƐŝŶWůĂŶƚ^ŝŐŶĂůŝŶŐ͕^ƉƌŝŶŐĞƌĞƌůŝŶ,ĞŝĚĞůďĞƌŐϮϬϬϵ͕ƉƉ͘ϭϰϵͲϭϲϰ͘
΀ϭϮ΁/ŶŐŽůŝĂ͕E͘d͘ ͕'ŚĂĞŵŵĂŐŚĂŵŝ͕^͕͘EĞǁŵĂŶ͕:͘Z͕͘tĞŝƐƐŵĂŶ͕:͘^͕͘'ĞŶŽŵĞͲǁŝĚĞĂŶĂůǇƐŝƐŝŶǀŝǀŽŽĨ
ƚƌĂŶƐůĂƟŽŶǁŝƚŚŶƵĐůĞŽƟĚĞƌĞƐŽůƵƟŽŶƵƐŝŶŐƌŝďŽƐŽŵĞƉƌŽĮůŝŶŐ͘^ĐŝĞŶĐĞϮϬϬϵ͕ϯϮϰ͕ϮϭϴͲϮϮϯ͘
΀ϭϯ΁'ŚĞƐƋƵŝĞƌĞ͕͕͘:ŽŶĐŬŚĞĞƌĞ͕s͘ ͕ŽůĂĞƌƚ͕E͕͘sĂŶƵƌŵĞ͕:͕͘et al͕͘ZĞĚŽǆƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐŽĨƉƌŽƚĞŝŶͲďŽƵŶĚ
ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ͘DŽůĞůůWƌŽƚĞŽŵŝĐƐϮϬϭϭ͘
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Chapter 4
^ŝůŬĞ :ĂĐƋƵĞƐǁƌŽƚĞ ƚŚĞ ĐŚĂƉƚĞƌǁŝƚŚ ĐŽƌƌĞĐƟŽŶƐ ŽĨ WĞƚƌĂ sĂŶ ĂŵŵĞ͕ &ƌĂŶŬ sĂŶ ƌĞƵƐĞŐĞŵ ĂŶĚ <ƌŝƐ 'ĞǀĂĞƌƚ
^ŝůŬĞ :ĂĐƋƵĞƐ ƉĞƌĨŽƌŵĞĚ ĂŶĚ ĂŶĂůǇǌĞĚ Ăůů ĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚƐ͕ ƚŚĞ ƌŝďŽƐŽŵĞ ƉƌŽĮůŝŶŐ ƐƚƌĂƚĞŐǇǁĂƐ ŽƉƟŵŝǌĞĚ ĨŽƌ ƉůĂŶƚ 
ŵĂƚĞƌŝĂůƚŽŐĞƚŚĞƌǁŝƚŚĂƌŝĂ'ĂǁƌŽŶĂŶĚƵŶĚĞƌƐƵƉĞƌǀŝƐŝŽŶŽĨWĞƚƌĂsĂŶĂŵŵĞ͘&ƌĞĚĞƌŝŬŽƉƉĞŶƐĂƐƐŝƐƚĞĚǁŝƚŚ 
ƐĞƋƵĞŶĐŝŶŐĚĂƚĂĂŶĂůǇƐŝƐ͘WŝĞƚĞƌͲ:ĂŶĞŽĐŬĂŶĚ:ŽŶĂƚŚĂŶsĂŶĚĞŶďƵƐƐĐŚĞƉĞƌĨŽƌŵĞĚƚŚĞ>ͲD^ͬD^ŵĞĂƐƵƌĞŵĞŶƚƐ͘ 
ϱϭ
^z^dD^Ͳt/E>z^/^K&d,Ky/d/s^dZ^^Z^WKE^/E͘d,>/E
^dZd
ĚǀĞƌƐĞĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚĂůĐŽŶĚŝƟŽŶƐ ůĞĂĚƚŽƚŚĞĂĐĐƵŵƵůĂƟŽŶŽĨƌĞĂĐƟǀĞŽǆǇŐĞŶĂŶĚŶŝƚƌŽŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐ
ŝŶƉůĂŶƚƐ͕ĐĂƵƐŝŶŐŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐĂŶĚƉƌŽǀŽŬŝŶŐŵĂũŽƌĐƌŽƉůŽƐƐĞƐ͘ĐŽŵƉƌĞŚĞŶƐŝǀĞĞůƵĐŝĚĂƟŽŶŽŶ
ŚŽǁƉůĂŶƚƐĐŽƉĞǁŝƚŚĂŶĚĂĚũƵƐƚƚŽŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ ŝƐŚŽǁĞǀĞƌůĂĐŬŝŶŐ͘,ĞƌĞ͕ĂŶŝŶƚĞŐƌĂƚĞĚƐǇƐƚĞŵƐͲ
ůĞǀĞůĂŶĂůǇƐŝƐŽĨ ƚŚĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŽŵĞ͕ ƚƌĂŶƐůĂƚŽŵĞĂŶĚƉƌŽƚĞŽŵĞǁĂƐĐŽŶĚƵĐƚĞĚƚŽĚŝƐĞŶƚĂŶŐůĞƚŚĞ
ƉůĂŶƚƌĞƐƉŽŶƐĞƚŽŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͘ƐĂŵŽĚĞůƐǇƐƚĞŵ͕ǁĞŵĂĚĞƵƐĞŽĨArabidopsis thaliana catalase 
ϮŬŶŽĐŬͲŽƵƚƉůĂŶƚƐ ƚŚĂƚ ĐĂŶĞŶĚŽŐĞŶŽƵƐůǇĂĐĐƵŵƵůĂƚĞŚŝŐŚĞƌ ůĞǀĞůƐŽĨŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞ͕ĂŶĚ
ĐŽŵƉĂƌĞĚƚŚĞŝƌƌĞƐƉŽŶƐĞƐƚŽƚŚĞƐĞŽĨǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐ͘ŽŵƉĂƌŝƐŽŶŽĨŵZEͲƐĞƋ͕ƌŝďŽͲƐĞƋĂŶĚƉƌŽƚĞŝŶ
ĂďƵŶĚĂŶĐĞŵĞĂƐƵƌĞŵĞŶƚƐƉƌŽǀŝĚĞĚĂŚŽůŝƐƟĐ;ĐŽŵƉƌĞŚĞŶƐŝǀĞͿǀŝĞǁŽŶƚŚĞŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐƌĞƐƉŽŶƐĞŝŶ 
A. thaliana ůĞĂǀĞƐ͘dŚĞŐĞůͲĨƌĞĞƉƌŽƚĞŽŵĞƉƌŽĮůŝŶŐƌĞǀĞĂůĞĚďŽƚŚŬŶŽǁŶ;Ğ͘Ő͕͘,ZϮ͕Wyϭ͕h'dϭͿ
ĂŶĚŶĞǁƉůĂǇĞƌƐ ;Ğ͘Ő͕͘^,,ϭ͕^,,Ϯ͕DdϯͿ ŝŶ ƚŚĞZK^ͲƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞŶĞƚǁŽƌŬ͘ŽŵďŝŶĞĚǁŝƚŚƚŚĞ
ŶĞǆƚͲŐĞŶĞƌĂƟŽŶƐĞƋƵĞŶĐŝŶŐĚĂƚĂ͕ĂƉƌŽŵŝŶĞŶƚƌŽůĞĨŽƌƉƌŽƚĞŝŶĚĞŐƌĂĚĂƟŽŶǁĂƐƌĞǀĞĂůĞĚ͘sŝĂĂŶĂĐƟǀĞ
ďƌĞĂŬĚŽǁŶŽĨƌŝďŽƐŽŵĂůƉƌŽƚĞŝŶƐ͕ƚƌĂŶƐůĂƟŽŶǁĂƐƐĞǀĞƌĞůǇĂīĞĐƚĞĚƵƉŽŶŚŝŐŚůŝŐŚƚƐƚƌĞƐƐƚƌĞĂƚŵĞŶƚ͘
ŽͲƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂŶĚƚƌĂŶƐůĂƟŽŶŝƐƌĞǀĞĂůĞĚďƵƚƚŚĞƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůĞĸĐŝĞŶĐǇŽĨ ŝŶĚŝǀŝĚƵĂů
ŵZEƐŝƐŚŝŐŚůǇĂīĞĐƚĞĚƵƉŽŶŝŶĐƌĞĂƐĞĚŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞůĞǀĞůƐ͘dŚŝƐƐƚƵĚǇĞŵƉŚĂƐŝǌĞĚƚŚĞŶĞĐĞƐƐŝƚǇ
ŽĨĐŽŵďŝŶŝŶŐƐƚĂƚĞͲŽĨͲƚŚĞͲĂƌƚƚĞĐŚŶŽůŽŐŝĞƐƚŽƐƚƵĚǇĚŝīĞƌĞŶƚůĞǀĞůƐŽĨĐĞůůƵůĂƌƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨƉůĂŶƚƐĞǆƉŽƐĞĚ
ƚŽƐƚƌĞƐƐ͘
പ
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Chapter 4
/EdZKhd/KE
ďŝŽƟĐĂŶĚďŝŽƟĐƐƚƌĞƐƐĐŽŶĚŝƟŽŶƐƐƵĐŚĂƐĚƌŽƵŐŚƚ͕ĞǆƚƌĞŵĞƚĞŵƉĞƌĂƚƵƌĞĂŶĚƉĞƐƚĂƩĂĐŬƐůĞĂĚƚŽƐĞǀĞƌĞ
ĐƌŽƉůŽƐƐĞƐǁŽƌůĚǁŝĚĞĚƵĞƚŽƚŚĞŝƌĂĚǀĞƌƐĞĞīĞĐƚŽŶƉůĂŶƚŐƌŽǁƚŚĂŶĚĚĞǀĞůŽƉŵĞŶƚ΀ϭ΁͘ĐŽŵŵŽŶƚŚĞŵĞ
ǁŝƚŚŝŶƚŚĞƐĞĂĚǀĞƌƐĞĐŽŶĚŝƟŽŶƐŝƐƚŚĞĂĐĐƵŵƵůĂƟŽŶŽĨƌĞĂĐƟǀĞŽǆǇŐĞŶĂŶĚŶŝƚƌŽŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐ;ZK^ͬZE^Ϳ͘
/ŶŽƌĚĞƌƚŽĂǀŽŝĚZK^ͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚĐĞůůƵůĂƌĚĂŵĂŐĞ͕ĂĮŶĞͲƚƵŶĞĚďĂůĂŶĐĞďĞƚǁĞĞŶZK^ƉƌŽĚƵĐƟŽŶĂŶĚ
ƐĐĂǀĞŶŐŝŶŐŝƐĞƐƐĞŶƟĂů͘/ŶArabidopsisƚŚŝƐďĂůĂŶĐĞŝƐŐŽǀĞƌŶĞĚďǇĂĐŽŵƉůĞǆƌĞŐƵůĂƚŽƌǇŶĞƚǁŽƌŬ;DŝƩůĞƌ
ĞƚĂů͕͘ϮϬϭϭͿ͘ŽƚŚŶŽŶͲĞŶǌǇŵĂƟĐĂŶĚĞŶǌǇŵĂƟĐĂŶƟŽǆŝĚĂŶƚƐ͕ƉƌĞƐĞŶƚ ŝŶĞĂĐŚĐĞůůƵůĂƌĐŽŵƉĂƌƚŵĞŶƚ͕
ƉĞƌŵŝƚĂƟŐŚƚƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨZK^ǁŚŝĐŚŝŶƚƵƌŶĂůůŽǁƐZK^ƚŽďĞƵƐĞĚŝŶĂďĞŶĞĮĐŝĂůǁĂǇ͗ƚŚĞǇĐĂŶĂĐƚĂƐ
ƐŝŐŶĂůůŝŶŐŵŽůĞĐƵůĞƐŝŶĚŝīĞƌĞŶƚĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚĂůĂŶĚĚĞǀĞůŽƉŵĞŶƚĂůƉƌŽĐĞƐƐĞƐ΀Ϯ͕ϯ΁͘,ǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞ
ǁĂƐĨŽƵŶĚƚŽďĞĂƉŽƚĞŶƚƐŝŐŶĂůŝŶŐŵŽůĞĐƵůĞ΀ϰ΁͕ǁŚŝĐŚŝƐŝŶǀŽůǀĞĚŝŶĂƉůĞƚŚŽƌĂŽĨƉŚǇƐŝŽůŽŐŝĐĂůĨƵŶĐƟŽŶƐ
ĂŶĚŝŶƚĞƌĂĐƚƐǁŝƚŚŵƵůƟƉůĞŚŽƌŵŽŶĂůƉĂƚŚǁĂǇƐ΀ϱ΁͘ĂƚĂůĂƐĞƐĂƌĞĂďůĞƚŽĚŝƐŵƵƚĂƚĞŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞ
ƚŽǁĂƚĞƌĂŶĚŽǆǇŐĞŶ͘&ƌŽŵƚŚĞƚŚƌĞĞĐĂƚĂůĂƐĞĞŶĐŽĚŝŶŐŐĞŶĞƐ ŝŶArabidopsis͕ƉĞƌŽǆŝƐŽŵĂůĐĂƚĂůĂƐĞ
Ϯ;dϮͿ ŝƐƚŚĞŵĂŝŶ ůĞĂĨ ŝƐŽĨŽƌŵ΀ϲ΁͘,ĞŶĐĞ͕dϮŬŶŽĐŬͲŽƵƚ;cat2-2ͿƉůĂŶƚƐĂůůŽǁĂŶ ŝŶĚƵĐŝďůĞĂŶĚ
ĞŶĚŽŐĞŶŽƵƐŝŶĐƌĞĂƐĞŝŶZK^ůĞǀĞůƐƚŚƌŽƵŐŚĂŶĞĂƐǇŵĂŶŝƉƵůĂƟŽŶďǇĞǆƚĞƌŶĂůĐŽŶĚŝƟŽŶƐ͘WĞƌƚƵƌďĂƟŽŶŽĨ
ŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞĐĂŶďĞƐƵƐƚĂŝŶĞĚŽǀĞƌƟŵĞǁŝƚŚŽƵƚƚŚĞŶĞĞĚĨŽƌŝŶǀĂƐŝǀĞƚĞĐŚŶŝƋƵĞƐďƵƚďǇŝŶĚƵĐŝŶŐ
ƉŚŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƟŽŶ΀ϳͲϭϬ΁͘WƌĞǀŝŽƵƐƐƚƵĚŝĞƐŐĂǀĞŝŶƐŝŐŚƚƐŝŶƚŽƚŚĞĞůĂďŽƌĂƚĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůƌĞƐƉŽŶƐĞƵƉŽŶ
ĂĐĐƵŵƵůĂƟŽŶŽĨŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞŝŶƉůĂŶƚƐĚĞĨĞĐƟǀĞŝŶdϮ΀ϳ͕ϴ͕ϭϬ͕ϭϭ΁͘,ŽǁĞǀĞƌ͕ ŝƚŝƐŶŽƚǇĞƚĐůĞĂƌ
ŚŽǁƚŚĞŵĂũŽƌŝƚǇŽĨƐƚƌĞƐƐͲƌĞůĂƚĞĚƌĞĚŽǆƐƟŵƵůŝĂƌĞƉĞƌĐĞŝǀĞĚĂŶĚƚƌĂŶƐĚƵĐĞĚ͕ƌĞŶĚĞƌŝŶŐŝƚŶĞĐĞƐƐĂƌǇƚŽ
ŐĞŶĞƌĂƚĞĐŽŵƉůĞŵĞŶƚĂƌǇĚĂƚĂƐĞƚƐƚŽŐĂŝŶĂďĞƩĞƌƵŶĚĞƌƐƚĂŶĚŝŶŐŽĨƚŚĞĐŽŵƉůĞǆZK^ƐŝŐŶĂůƚƌĂŶƐĚƵĐƟŽŶ
ŶĞƚǁŽƌŬ͘
ZĞĐĞŶƚĂĚǀĂŶĐĞƐŝŶŶĞǆƚͲŐĞŶĞƌĂƟŽŶƐĞƋƵĞŶĐŝŶŐĂůůŽǁĨŽƌĐŽŵƉƌĞŚĞŶƐŝǀĞĂŶĚƋƵĂŶƟƚĂƟǀĞŵĞĂƐƵƌĞŵĞŶƚƐ
ŽĨŵZE ůĞǀĞůƐ ;ZEͲƐĞƋͿ͘,ŽǁĞǀĞƌ͕ ŐĞŶĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚ ůĞǀĞůƐĂƌĞŶŽƚŶĞĐĞƐƐĂƌŝůǇĂĐĐƵƌĂƚĞƉƌŽǆŝĞƐŽĨ
ƉƌŽƚĞŝŶůĞǀĞůƐĂŶĚĞǀĞŶůĞƐƐƐŽĨŽƌƉƌŽƚĞŝŶĂĐƟǀŝƟĞƐ΀ϭϮͲϭϱ΁͘WŽƐƩƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůĂƐǁĞůůĂƐƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂů
ĂŶĚƉŽƐƚƚƌĂŶƐůĂƚŝŽŶĂů ;Ğ͘Ő͘ƉƌŽƚĞŝŶƉƌŽĐĞƐƐŝŶŐͬĚĞŐƌĂĚĂƚŝŽŶͿ ƌĞŐƵůĂƚŝŽŶƐĂƌĞ ŝŵƉŽƌƚĂŶƚ ĐĞůůƵůĂƌ
ĐŽŶƚƌŽůŵĞĐŚĂŶŝƐŵƐƚŚĂƚŶĞĞĚƚŽďĞĐŽŶƐŝĚĞƌĞĚ͘ZĞĐĞŶƚůǇ͕ĂŐůŽďĂůĂŶĂůǇƐŝƐŽĨŵZEƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂƚ
ƚŚĞƐƵďͲĐŽĚŽŶ ůĞǀĞůďĞĐĂŵĞƉŽƐƐŝďůĞǁŝƚŚƚŚĞĚĞǀĞůŽƉŵĞŶƚŽĨƌŝďŽƐŽŵĞƉƌŽĨŝůŝŶŐŽƌƌŝďŽͲƐĞƋ΀ϭϲ΁͕
ǁŚŝĐŚŵŽŶŝƚŽƌƐ ƌŝďŽƐŽŵĞͲƉƌŽƚĞĐƚĞĚŵZE ĨƌĂŐŵĞŶƚƐ ;ĨŽŽƚƉƌŝŶƚƐͿďǇĚĞĞƉƐĞƋƵĞŶĐŝŶŐ͘ŽƵƉůĞĚ
ǁŝƚŚŵZEͲƐĞƋƵĞŶĐŝŶŐ ;ŵZEͲƐĞƋͿ͕ ƌŝďŽͲƐĞƋĚĂƚĂĞǆƉŽƐĞƐƚŚĞĂĐƚƵĂůŵZEŵŽůĞĐƵůĞƐĂŶĚŽƉĞŶ
ƌĞĂĚŝŶŐĨƌĂŵĞƐ;KZ&ƐͿƚŚĂƚĂƌĞƚƌĂŶƐůĂƚĞĚĂŶĚƚŚĞŝƌƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůĞĸĐŝĞŶĐŝĞƐƚŚĂƚĂƌĞƌĞŇĞĐƚĞĚďǇƚŚĞ
ƌŝďŽƐŽŵĂůĚĞŶƐŝƟĞƐŽŶƚŚĞŵZEŵŽůĞĐƵůĞƐ΀ϭϳͲϭϵ΁͘ZŝďŽƐŽŵĞƉƌŽĮůŝŶŐŚĂƐďĞĞŶƉƌŽǀĞŶĂƵƐĞĨƵůƚŽŽů
ƚŽ ŝŶǀĞƐƟŐĂƚĞƚŚĞŐĞŶŽŵĞͲǁŝĚĞƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨƚƌĂŶƐůĂƟŽŶŝŶĐĞůůƐ͕Ğ͘Ő͘ŵŽƵƐĞĮďƌŽďůĂƐƚƐĂŶĚŚƵŵĂŶ
ĞŵďƌǇŽŶŝĐŬŝĚŶĞǇĐĞůůƐ͕ ŝŶƌĞƐƉŽŶƐĞƚŽƐƚƌĞƐƐ΀ϮϬ͕Ϯϭ΁͘ůƐŽ͕ƚŚĞĐŽŵƉůĞǆƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨ
ŽƌŐĂŶŝƐŵƐ͕ŝ͘Ğ͘Saccharomyces cerevisiae͕ƚŽŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞƚƌĞĂƚŵĞŶƚǁĞƌĞƌĞǀĞĂůĞĚďǇĂƌŝďŽƐŽŵĞ
ƉƌŽĨŝůŝŶŐƐƚƵĚǇ ΀ϮϮ΁͘ /ŶƉůĂŶƚƐ͕ ƚŚĞ ĨŝƌƐƚ ƐƚĞƉƐ ƚŽǁĂƌĚƐŵĂƉƉŝŶŐ ƚŚĞ ƚƌĂŶƐůĂƚŝŽŶĂů ůĂŶĚƐĐĂƉĞǁĞƌĞ
ŵĂĚĞďǇŐĞŶŽŵĞͲǁŝĚĞƉƌŽĮůŝŶŐŽĨƌŝďŽƐŽŵĞĨŽŽƚƉƌŝŶƚƐŝŶArabidopsisƐĞĞĚůŝŶŐƐ΀Ϯϯ͕Ϯϰ΁͘
,ŽǁĞǀĞƌ͕ ůŝƩůĞŝƐŬŶŽǁŶĂďŽƵƚƚŚĞŽƵƚĐŽŵĞŽĨƚŚĞƐĞƌĞƐƉŽŶƐĞƐĂƚƚŚĞƉƌŽƚĞŝŶůĞǀĞů͘WƌŽƚĞŽŵĞͲǁŝĚĞƐƚƵĚŝĞƐ
ŽĨƚŚĞĂďƵŶĚĂŶĐĞĚǇŶĂŵŝĐƐĚƵƌŝŶŐŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐĂƌĞƉĂƌƟĐƵůĂƌůǇƌĂƌĞ͕ďƵƚǁŽƵůĚďĞŽĨŐƌĞĂƚǀĂůƵĞ͘
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Z^h>d^
DŽŶŝƚŽƌŝŶŐŵƵůƟƉůĞƐǇƐƚĞŵƐͲůĞǀĞůƌĞƐƉŽŶƐĞƐĚƵƌŝŶŐŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ
dŽĂƐƐĞƐƐ ƚŚĞĐĞůůƵůĂƌ ƌĞƐƉŽŶƐĞƐ ƚŽŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞĂĐĐƵŵƵůĂƚŝŽŶ͕Arabidopsis thaliana plants 
ǁŝƚŚĂdͲE ŝŶƐĞƌƚŝŽŶ ŝŶ ƚŚĞdϮĐŽĚŝŶŐƐĞƋƵĞŶĐĞ ;cat2-2ͿǁĞƌĞĐŽŵƉĂƌĞĚƚŽǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐ͘
WĞƌƚƵƌďĂƟŽŶŽĨŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞŚŽŵĞŽƐƚĂƐŝƐ ŝŶƚŚĞƐĞŬŶŽĐŬͲŽƵƚƉůĂŶƚƐĐĂŶďĞƐƵƐƚĂŝŶĞĚŽǀĞƌƟŵĞ
ƵŶĚĞƌƉŚŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƚŽƌǇĐŽŶĚŝƟŽŶƐ΀ϭϭ΁͕ƵůƟŵĂƚĞůǇůĞĂĚŝŶŐƚŽĐĞůůĚĞĂƚŚǁŚŝůĞǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐĞǆƉŽƐĞĚ
ƚŽ ŝĚĞŶƟĐĂůĐŽŶĚŝƟŽŶƐĂĐĐƵŵƵůĂƚĞĂŶƚŚŽĐǇĂŶŝŶƐ;ƌĞƐƵůƟŶŐ ŝŶƉƵƌƉůĞĐŽůŽƌĞĚ ůĞĂǀĞƐͿ ΀ϴ΁ ;&ŝŐƵƌĞϭ͕
ŚƩƉƐ͗ͬͬǀŝŵĞŽ͘ĐŽŵͬϭϭϰϴϳϯϯϴϯͿ͘^ŝŶĐĞƉŚŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƟŽŶŝƐƚŚĞƉƌŝŵĂƌǇƐŽƵƌĐĞŽĨŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞŝŶ
ƉŚŽƚŽƐǇŶƚŚĞƟĐƟƐƐƵĞ΀Ϯϲ΁͕ǁŝůĚͲƚǇƉĞĂŶĚcat2-2 ƉůĂŶƚƐǁĞƌĞŐƌŽǁŶƵŶĚĞƌŚŝŐŚĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶƐŽĨKϮ 
;ϯ͕ϬϬϬƉƉŵͿ͘dŚŝƐǁĂƐŽďƚĂŝŶĞĚďǇŐƌŽǁŝŶŐƚŚĞƉůĂŶƚƐŝŶĐůŝŵĂƚĞͲĐŽŶƚƌŽůůĞĚĐŚĂŵďĞƌƐŝŶĂĐŽŵƉůĞƚĞůǇ
ƌĂŶĚŽŵŝǌĞĚĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚĂůďůŽĐŬĚĞƐŝŐŶ͕ǁŝƚŚƚƌĂǇͲƐĐĂƩĞƌŝŶŐŽĨƚŚĞŐĞŶŽƚǇƉĞƐ͘'ƌŽǁŝŶŐƉůĂŶƚƐƵŶĚĞƌ
ƐƵĐŚĞůĞǀĂƚĞĚKϮĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶƐŝƐĞǆƉĞĐƚĞĚƚŽŵŝŶŝŵŝǌĞƉŚŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƟŽŶĂŶĚĐŽŶƐĞƋƵĞŶƚůǇ͕ ŚǇĚƌŽŐĞŶ
ƉĞƌŽǆŝĚĞĂĐĐƵŵƵůĂƟŽŶ͘/ŶĞīĞĐƚ͕ŶŽŽďǀŝŽƵƐƉŚĞŶŽƚǇƉŝĐĚŝīĞƌĞŶĐĞƐĂƌĞŽďƐĞƌǀĞĚďĞƚǁĞĞŶǁŝůĚͲƚǇƉĞ
and cat2-2 plants ;&ŝŐƵƌĞϭͿĂŌĞƌϱǁĞĞŬƐŐƌŽǁƚŚƵŶĚĞƌϯ͕ϬϬϬƉƉŵKϮ͘KǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐǁĂƐŝŶĚƵĐĞĚ
ďǇƚƌĂŶƐĨĞƌƌŝŶŐƉůĂŶƚƐĨƌŽŵŚŝŐŚKϮĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶƐƚŽĂŵďŝĞŶƚĂŝƌĐŽŶĚŝƟŽŶƐ;ϰϬϬƉƉŵKϮͿĂŶĚŚŝŐŚ
ůŝŐŚƚ ;,>Ϳ ŝƌƌĂĚŝĂƚŝŽŶ;ϭ͕ϬϬϬђŵŽůŵͲϮ sͲϭͿ͘dŚĞĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚǁĂƐĚĞƐŝŐŶĞĚƚŽƐŝŵƵůƚĂŶĞŽƵƐůǇŵŽŶŝƚŽƌ
ƚŚƌĞĞƐǇƐƚĞŵƐͲůĞǀĞůƉƌŽĐĞƐƐĞƐĚƵƌŝŶŐŽǆŝĚĂƚŝǀĞƐƚƌĞƐƐ͕ ĨƌŽŵƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶ ƚŽƉƌŽƚĞŝŶƐƚĞĂĚǇͲƐƚĂƚĞ
ůĞǀĞůƐ;&ŝŐƵƌĞϮͿ͘ǇĨŽĐƵƐŝŶŐŽŶƚŚĞĞĂƌůǇƐƚĂŐĞƐŽĨZK^ͲŵĞĚŝĂƚĞĚƌĞƐƉŽŶƐĞƐ͕ŶĞǁƐŝŐŶĂůƚƌĂŶƐĚƵĐĞƌƐ
ĂŶĚƌĞŐƵůĂƚŽƌƐĐĂŶďĞĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĞĚǁŚŝůĞĂǀŽŝĚŝŶŐƐĞĐŽŶĚĂƌǇĞīĞĐƚƐĚƵĞƚŽ ŝŶĐƌĞĂƐĞĚĐĞůů ƚŽǆŝĐŝƚǇ͕
ƵůƟŵĂƚĞůǇ ůĞĂĚŝŶŐƚŽĐĞůůĚĞĂƚŚ͘dŚĞƌĞĨŽƌĞ͕ŵŝĚĚůĞͲĂŐĞĚůĞĂǀĞƐ;ĚĞƉŝĐƚĞĚŝŶƌĞĚͿǁĞƌĞƐĂŵƉůĞĚĂƚϬ͕
ϭ͕ϮĂŶĚϯŚĨŽůůŽǁŝŶŐƚŚĞŽŶƐĞƚŽĨƐƚƌĞƐƐĞǆƉŽƐƵƌĞĂŶĚŝŵŵĞĚŝĂƚĞůǇĨƌŽǌĞŶŝŶ ůŝƋƵŝĚŶŝƚƌŽŐĞŶ;&ŝŐƵƌĞ
2Ϳ͘dŚĞƐĞƟŵĞƉŽŝŶƚƐǁĞƌĞĐŚŽƐĞŶďĂƐĞĚŽŶƌĞƉĞƟƟǀĞƐĂŵƉůŝŶŐĂƚŵƵůƟƉůĞƟŵĞƉŽŝŶƚƐĨƌŽŵǁŚŝĐŚ
ǁĞĂƐƐĞƐƐĞĚƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚ ůĞǀĞůƐŽĨǀĂƌŝŽƵƐ,ϮKϮ ŝŶĚƵĐĞĚŵĂƌŬĞƌŐĞŶĞƐ΀ϴ͕ϵ΁ĂŶĚdϮƉƌŽƚĞŝŶ ůĞǀĞůƐ͘
dŚĞĚĞƚĂŝůĞĚƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐƌĞƐƉŽŶƐĞŽĨǁŝůĚͲƚǇƉĞĂŶĚcat2-2 ůĞĂǀĞƐ ŝƐĞǆĂŵŝŶĞĚďǇ
ĚĞĞƉƐĞƋƵĞŶĐŝŶŐŽĨŵZE;ŵZEͲƐĞƋͿďĞĨŽƌĞĂŶĚϯŚĂŌĞƌƚŚĞŽŶƐĞƚŽĨƐƚƌĞƐƐƚƌĞĂƚŵĞŶƚ͘tĞƉĂŝƌ
ϱϰ
Chapter 4
ƚŚŝƐĚĂƚĂǁŝƚŚ ƌŝďŽƐŽŵĞƉƌŽĨŝůŝŶŐ͕ ƚŚĞĚĞĞƉƐĞƋƵĞŶĐŝŶŐŽĨ ƌŝďŽƐŽŵĞͲƉƌŽƚĞĐƚĞĚŵZEĨƌĂŐŵĞŶƚƐ
ĚƵƌŝŶŐĂĐƚŝǀĞ ƚƌĂŶƐůĂƚŝŽŶ͘dŚŝƐĐŽŵďŝŶĂƚŝŽŶŽĨĨĞƌƐƐŝŐŶŝĨŝĐĂŶƚ ŝŶƐŝŐŚƚ ŝŶƚŽƉƌŽƚĞŽŵĞƐǇŶƚŚĞƐŝƐĂŶĚ
ƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůƌĞŐƵůĂƟŽŶĚƵƌŝŶŐŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͕ŶŽƚĂǀĂŝůĂďůĞďǇŵŽŶŝƚŽƌŝŶŐƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĂůŽŶĞ
΀ϭϴ΁͘dŽĚŝƌĞĐƚůǇŵĞĂƐƵƌĞĐŚĂŶŐĞƐĂƚƚŚĞƉƌŽƚĞŝŶůĞǀĞůĂŶĚƚŽĐĂƉƚƵƌĞƚŚĞĚǇŶĂŵŝĐƐŽĨZK^ͲƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞ
ƉƌŽƚĞŝŶƐ͕ǁŝůĚͲƚǇƉĞĂŶĚcat2-2 ůĞĂǀĞƐƐĂŵƉůĞĚĂƚĨŽƵƌƟŵĞƉŽŝŶƚƐ͕ǁĞƌĞƐƵďũĞĐƚĞĚƚŽŝƐŽƚŽƉŝĐůĂďĞůůŝŶŐ
ĂŶĚƚĂŶĚĞŵŵĂƐƐƐƉĞĐƚƌŽŵĞƚƌǇƚŽƋƵĂŶƟĨǇƚŚĞĚǇŶĂŵŝĐƉƌŽƚĞŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞƐĚƵƌŝŶŐŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͘
&ŝŐƵƌĞϭ͘ĂƚĂůĂƐĞŬŶŽĐŬͲŽƵƚƉůĂŶƚƐĂƐĂŵŽĚĞůƐǇƐƚĞŵ 
ǆƉŽƐƵƌĞƚŽŚŝŐŚůŝŐŚƚŝŶƚĞŶƐŝƟĞƐŝŶĚƵĐĞƐĐĞůůĚĞĂƚŚŝŶƚŚĞĐĂƚϮͲϮůŝŶĞǁŚŝůĞƚŚĞĐŽŶƚƌŽůůŝŶĞĂĐĐƵŵƵůĂƚĞƐĂŶƚŚŽĐǇĂŶŝŶƐ͕ĂƐŝƐĞǀŝĚĞŶƚ
from the purple coloring of leaves (AͿ͘dŚĞƐĞƌĞƉƌĞƐĞŶƚĂƟǀĞƉůĂŶƚƐǁĞƌĞĞǆƉŽƐĞĚĨŽƌϯĚĂǇƐƚŽϰϬϬђŵŽůŵ-2 sͲϭ in a controlled 
ŐƌŽǁƚŚĐŚĂŵďĞƌ;ƐĞĞŵŽǀŝĞͿ͘EŽƉŚĞŶŽƚǇƉŝĐĚŝīĞƌĞŶĐĞƐĐĂŶďĞĚĞƚĞĐƚĞĚďĞƚǁĞĞŶĐĂƚϮͲϮĂŶĚǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐĂŌĞƌϱǁĞĞŬƐŽĨ
ŐƌŽǁƚŚƵŶĚĞƌĞůĞǀĂƚĞĚKϮĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶƐ;B).         
&ŝŐƵƌĞϮ͘DŽŶŝƚŽƌŝŶŐŵƵůƚŝƉůĞƐǇƐƚĞŵƐͲůĞǀĞůƌĞƐƉŽŶƐĞƐ ŝŶ
ĐĂƚϮͲϮĂŶĚǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐĚƵƌŝŶŐŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ
tŝůĚͲƚǇƉĞĂŶĚĐĂƚϮͲϮƉůĂŶƚƐǁĞƌĞŐƌŽǁŶ ĨŽƌ ĨŝǀĞǁĞĞŬƐ
under high CO2ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶƐďĞĨŽƌĞƚŚĞǇǁĞƌĞĞǆƉŽƐĞĚƚŽ
ŚŝŐŚůŝŐŚƚ ŝŶƚĞŶƐŝƟĞƐĂŶĚŵŽĚĞƌĂƚĞK2 levels. Middle-aged 
ůĞĂǀĞƐ;ƌĞĚĚŽƚƐͿǁĞƌĞƐĂŵƉůĞĚĂƚϬ͕ϭ͕ϮĂŶĚϯŚĨŽůůŽǁŝŶŐ
ƚŚĞŽŶƐĞƚŽĨƐƚƌĞƐƐĞǆƉŽƐƵƌĞ͘dƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůĂŶĚƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂů
ĐŽŶƚƌŽůŝƐĞǆĂŵŝŶĞĚďǇĐŽŵďŝŶŝŶŐĚĞĞƉƐĞƋƵĞŶĐŝŶŐŽĨŵZE
;ŵZEƐĞƋͿǁŝƚŚƌŝďŽƐŽŵĞƉƌŽĮůŝŶŐ;ƌŝďŽƐĞƋͿďĞĨŽƌĞĂŶĚϯŚ
ĂŌĞƌƚŚĞŽŶƐĞƚŽĨƐƚƌĞƐƐƚƌĞĂƚŵĞŶƚ͘dŽĐĂƉƚƵƌĞƚŚĞĚǇŶĂŵŝĐƐ
ŽĨZK^ͲƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞƉƌŽƚĞŝŶƐ͕ǁŝůĚͲƚǇƉĞĂŶĚĐĂƚϮͲϮ ůĞĂǀĞƐ
ƐĂŵƉůĞĚĂƚĂůů ĨŽƵƌƟŵĞƉŽŝŶƚƐ͕ǁĞƌĞƐƵďũĞĐƚĞĚƚŽƚĂŶĚĞŵ
ŵĂƐƐƐƉĞĐƚƌŽŵĞƚƌǇƚŽƋƵĂŶƟĨǇƚŚĞƉƌŽƚĞŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞƐĚƵƌŝŶŐ
ŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͘
͘ ͘
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Ɛ ƚŚĞŵĞĂƐƵƌĞŵĞŶƚƐŽĨ ƚŚĞƐƚĞĂĚǇͲƐƚĂƚĞƉƌŽƚĞŝŶ ůĞǀĞůƐ ŝƐĞǆƚĞŶĚĞĚ ƚŽĂůů ƚŝŵĞƉŽŝŶƚƐ ƐĂŵƉůĞĚ͕
ǁĞǁŝůů ĨŝƌƐƚĚĞƐĐƌŝďĞ ƚŚĞƉƌŽƚĞŝŶĚǇŶĂŵŝĐƐŽĨǁŝůĚͲƚǇƉĞĂŶĚ cat2-2ƉůĂŶƚƐƵƉŽŶĞǆƉŽƐƵƌĞ ƚŽ,>͘
ƋƵĂŶƟƚĂƟǀĞŐĞůͲĨƌĞĞƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐƐƚƌĂƚĞŐǇƚŽƐƚƵĚǇƉƌŽƚĞŝŶĚǇŶĂŵŝĐƐ
tĞŽƉƚĞĚĨŽƌĂƋƵĂŶƟƚĂƟǀĞƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐĂƉƉƌŽĂĐŚďĂƐĞĚŽŶƐƚĂďůĞͲŝƐŽƚŽƉĞůĂďĞůŝŶŐŽĨƉĞƉƟĚĞƐƚŽĚĞƚĞĐƚ
ĚŝīĞƌĞŶĐĞƐ ŝŶƉƌŽƚĞŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞďĞƚǁĞĞŶǁŝůĚͲƚǇƉĞĂŶĚcat2-2ƉůĂŶƚƐĞǆƉŽƐĞĚƚŽĂĐŽŵďŝŶĂƟŽŶŽĨ
ĂŵďŝĞŶƚĂŝƌĐŽŶĚŝƟŽŶƐĂŶĚŚŝŐŚůŝŐŚƚ;,>Ϳ͘      
dŽĂůůŽǁƚŚĞ ŝŶƚĞƌͲĐŽŵƉĂƌŝƐŽŶŽĨ  ƚǁŽŐĞŶŽƚǇƉĞƐĂŶĚĨŽƵƌ ƚŝŵĞƉŽŝŶƚƐ ;Ϭ͕ϭ͕Ϯ͕ϯŚͿǁŝƚŚŵŝŶŝŵĂů
ƌƵŶƚŽƌƵŶǀĂƌŝĂƟŽŶƐ͕ǁĞŽƉƚĞĚĨŽƌĂƌĞĨĞƌĞŶĐĞƉŽŽůĚĞƐŝŐŶ͘dŚŝƐƌĞĨĞƌĞŶĐĞƉŽŽů ŝƐŵĂĚĞƵƉŽĨĞƋƵĂů
ƋƵĂŶƟƟĞƐŽĨĂůůĞŝŐŚƚƐĂŵƉůĞƐĂƐƐĂǇĞĚ͘&ŽůůŽǁŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶĞǆƚƌĂĐƟŽŶĂŶĚƉƌŽƚĞŽůǇƟĐĚŝŐĞƐƟŽŶ;ƵƐŝŶŐ
ĞŶĚŽƉƌŽƚĞŝŶĂƐĞ>ǇƐͲͿ͕ƉŽƐƚͲŵĞƚĂďŽůŝĐůĂďĞůŝŶŐŽĨƉĞƉƟĚĞƐ͕ƵƐŝŶŐůŝŐŚƚ;ϭϮC3ͿŽƌŚĞĂǀǇ;
ϭϯC3ͿƉƌŽƉŝŽŶĂƚĞ͕
ǁĂƐƉĞƌĨŽƌŵĞĚ΀Ϯϳ΁͘dŚĞƐĞŵĂƐƐƚĂŐƐĂůůŽǁĨŽƌĂĚŝīĞƌĞŶƟĂůĂŶĚƋƵĂŶƟƚĂƟǀĞĐŽŵƉĂƌŝƐŽŶďĞƚǁĞĞŶ
ŐĞŶŽƚǇƉĞƐĂŶĚƟŵĞƉŽŝŶƚƐ͘ǀĞƌǇƐĂŵƉůĞ͕ ůĂďĞůĞĚ ůŝŐŚƚ͕ ŝƐĐŽŵƉĂƌĞĚƚŽƚŚĞŚĞĂǀǇ ůĂďĞůĞĚƌĞĨĞƌĞŶĐĞ
ƉŽŽů ůĞĂĚŝŶŐƚŽĂ ĨŝŶĂůŽĨĞŝŐŚƚƐĂŵƉůĞƐƚŽďĞĂŶĂůǇǌĞĚ͕ďĞŝŶŐƚŚĞƉƌŽƚĞŽŵĞƐƐĂŵƉůĞĚĂƚ ƚŚĞ ĨŽƵƌ
ƟŵĞƉŽŝŶƚƐĨŽƌďŽƚŚǁŝůĚͲƚǇƉĞĂŶĚĐĂƚĂůĂƐĞŬŶŽĐŬͲŽƵƚƉůĂŶƚƐ;&ŝŐƵƌĞϯͿ͘dŚƌĞĞŝŶĚĞƉĞŶĚĞŶƚďŝŽůŽŐŝĐĂů
ƌĞƉĞĂƚĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚƐǁĞƌĞƉĞƌĨŽƌŵĞĚ͕ƌĞƐƵůƟŶŐ ŝŶĂƚŽƚĂůŽĨϮϰƉƌŽƚĞŽŵĞĂŶĂůǇƐĞƐ͘ŌĞƌƐĞƉĂƌĂƟŽŶ
ŽĨ ƚŚĞƉƌŽƚĞŽŵĞĚŝŐĞƐƚƐǀŝĂ ƌĞǀĞƌƐĞĚƉŚĂƐĞͲŚŝŐŚƉĞƌĨŽƌŵĂŶĐĞ ůŝƋƵŝĚĐŚƌŽŵĂƚŽŐƌĂƉŚǇ ;ZWͲ,W>Ϳ͕
ĨƌĂĐƟŽŶƐǁĞƌĞůŽĂĚĞĚŽŶƚŽƚŚĞƚŚĞ>dYKƌďŝƚƌĂƉy>ĨŽƌƐƵďƐĞƋƵĞŶƚ>ͲD^ͬD^ĂŶĂůǇƐŝƐ͘
&ŝŐƵƌĞϯ͘ ^ĐŚĞŵĂƚŝĐŽǀĞƌǀŝĞǁŽĨ ƚŚĞ
ƐŚŽƚŐƵŶƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐĂƉƉƌŽĂĐŚ
&ŝǀĞͲǁĞĞŬƐŽůĚ ĐĂƚϮͲϮĂŶĚǁŝůĚͲƚǇƉĞ
plants were exposed to a continuous 
ŚŝŐŚůŝŐŚƚŝƌƌĂĚŝĂƟŽŶ;ϭ͕ϬϬϬʅŵŽůŵ-2 sͲϭ) 
under ambient air (400 ppm). Leaves 
ǁĞƌĞƐĂŵƉůĞĚĂƚϬ͕ϭ͕ϮĂŶĚϯŚĂŌĞƌƚŚĞ
onset of high light stress. A reference 
pool was generated that comprises 
equivalent amounts of each proteome 
ƐĂŵƉůĞ͘WĞƉƟĚĞƐǁĞƌĞƉŽƐƚͲŵĞƚĂďŽůŝĐĂůůǇ
labelled using light (ϭϮC3 ) or heavy (
ϭϯC3) 
propionate for the sample and reference 
ƉŽŽů͕ƌĞƐƉĞĐƟǀĞůǇ͘dŚĞƐĞŵĂƐƐƚĂŐƐĂůůŽǁ
ƚŽƋƵĂŶƟĨǇĚŝīĞƌĞŶĐĞƐŝŶŽǀĞƌĂůůƉƌŽƚĞŝŶ
abundances over time and between 
ŐĞŶŽƚǇƉĞƐ  ďǇ  ůŽŽŬŝŶŐ Ăƚ  ŝ ƐŽƚŽƉŝĐ
ĞŶǀĞůŽƉĞƐŽĨϲĂĚŝīĞƌĞŶĐĞ͘ 
ϱϲ
Chapter 4
WƌŽƚĞŽŵĞĚĂƚĂĂŶĂůǇƐŝƐ
tĞŵĂĚĞƵƐĞŽĨƚŚĞDĂǆYƵĂŶƚƐŽŌǁĂƌĞƉĂĐŬĂŐĞ΀Ϯϴ΁͕ǁŚŝĐŚĂůůŽǁƐƚŽŵĂƚĐŚĚĂƚĂďĞƚǁĞĞŶƌƵŶƐǁŚŝůĞ
ƐĞĂƌĐŚŝŶŐǁŝƚŚƚŚĞŶĚƌŽŵĞĚĂƐĞĂƌĐŚĞŶŐŝŶĞ͘/ŶƚŚŝƐǁĂǇ͕ ŝĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶƐĂĐƌŽƐƐƌĞƉůŝĐĂƚĞĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚƐ
ĐĂŶďĞŝŶĐƌĞĂƐĞĚĂƐƉĞƉƟĚĞƐĞůƵƟŶŐŝŶƐŝŵŝůĂƌƟŵĞǁŝŶĚŽǁƐĂŶĚǁŝƚŚŵĂƚĐŚŝŶŐŵͬǌǀĂůƵĞƐĂƌĞŶŽǁ
ĂĚĚŝƟŽŶĂůůǇĂƐƐŝŐŶĞĚďǇĚĞĚƵĐƟŽŶďĂƐĞĚŽŶƚŚĞĐŽͲĞůƵƟŽŶƉƌŽĮůĞƐŽĨĐŽŵŵŽŶƉĞƉƟĚĞƐŝĚĞŶƟĮĞĚŝŶ
ŽƚŚĞƌ>ͲD^ͬD^ƌƵŶƐ͘ƐƐƵĐŚ͕ƚŚĞŵŝƐƐŝŶŐǀĂůƵĞƉƌŽďůĞŵŝƐƉĂƌƟĂůůǇƐŽůǀĞĚĂŶĚƌĞƐƵůƚƐŝŶĂĐŽŶƐŝĚĞƌĂďůĞ
ŽǀĞƌůĂƉďĞƚǁĞĞŶďŝŽůŽŐŝĐĂůƌĞƉĞĂƚƐ͘ŽŶƐĞƋƵĞŶƚůǇ͕ ƚŚĞD^ĂŶĚD^ͬD^ĚĂƚĂŽĨƚŚĞϮϰƉƌŽƚĞŽŵĞƐǁĞƌĞ
ƐĞĂƌĐŚĞĚƵƐŝŶŐDĂǆYƵĂŶƚĂŶĚƐƵďƐĞƋƵĞŶƚĚĂƚĂĂŶĂůǇƐŝƐǁĂƐƉĞƌĨŽƌŵĞĚŝŶWĞƌƐĞƵƐ͘
EŽƌŵĂůŝǌĂƟŽŶĂŶĚĨƵƌƚŚĞƌĂŶĂůǇƐŝƐŝƐƉĞƌĨŽƌŵĞĚŽŶĚĂƚĂĨƌŽŵĂůůƚŚƌĞĞďŝŽůŽŐŝĐĂůƌĞƉĞĂƚƐ;^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂů
&ŝŐƵƌĞ^ϭͿ͘DŝƐƐŝŶŐǀĂůƵĞƐĂƌĞĮůƚĞƌĞĚŽƵƚƚŽĐŽŶƟŶƵĞǁŝƚŚǀĂůŝĚƉƌŽƚĞŝŶƌĂƟŽƐƉƌĞƐĞŶƚŝŶďŽƚŚǁŝůĚͲƚǇƉĞ
ĂŶĚĐĂƚϮͲϮŐĞŶŽƚǇƉĞƐĂŶĚŽǀĞƌĂůůĨŽƵƌƟŵĞƉŽŝŶƚƐ͕ƌĞƐƵůƟŶŐŝŶϮϰĂďƵŶĚĂŶĐĞǀĂůƵĞƐĨŽƌϵϭϮƉƌŽƚĞŝŶƐ
ŽƵƚŽĨƚŚĞϯ͕ϯϮϳƉƌŽƚĞŝŶƐŝĚĞŶƟĮĞĚŝŶƚŽƚĂů͘dŚŝƐƌĞƉƌĞƐĞŶƚƐϮϳйŽĨĂůůŝĚĞŶƟĮĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐŝŶĂůůĂŶĂůǇǌĞĚ
ƐĂŵƉůĞƐ͘
WƌŝŽƌƚŽĂŶĂůǇǌŝŶŐƚŚĞĚǇŶĂŵŝĐƐŽĨƚŚĞĐŽŵŵŽŶůǇŝĚĞŶƟĮĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐ͕ǁĞĂƐƐĞƐƐĞĚƚŚĞƉƌŽƚĞŽŵĞĚŝīĞƌĞŶĐĞƐ
ŽĨǁŝůĚͲƚǇƉĞĂŶĚcat2-2ƉůĂŶƚƐŐƌŽǁŶƵŶĚĞƌŚŝŐŚKϮůĞǀĞůƐ͘WƌĞĐĞĚŝŶŐŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐŝŶĚƵĐƟŽŶ;ϬŚͿ͕ĂŶ
ŽǀĞƌůĂƉŽĨϭ͕ϮϯϳƉƌŽƚĞŝŶƐǁĂƐŝĚĞŶƟĮĞĚŝŶƚŚĞǁŝůĚͲƚǇƉĞĂŶĚcat2-2ƉƌŽƚĞŽŵĞƐ͘dŚĞŽŶůǇƉƌŽƚĞŝŶǁŚŽƐĞ
ĂďƵŶĚĂŶĐĞĚŝīĞƌĞĚƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚ;ƉфϬ͘ϬϭͿďĞƚǁĞĞŶďŽƚŚŐĞŶŽƚǇƉĞƐǁĂƐdϮ;dϰ'ϯϱϬϵϬͿ͘dŚĞǀŽůĐĂŶŽ
ƉůŽƚ;^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂů&ŝŐƵƌĞ^ϮͿ͕ǁŝƚŚƚŚĞƐŝŐŶŝĮĐĂŶĐĞƚŚƌĞƐŚŽůĚƐĞƚďǇĚĞƚĞƌŵŝŶŝŶŐƚŚĞĐŽƌƌĞĐƚƐϬĨĂĐƚŽƌ 
;ƐϬсϬ͘ϬϳϳͿĂŶĚĂĨĂůƐĞĚŝƐĐŽǀĞƌǇƌĂƚĞŽĨϭй͕ƐŚŽǁƐƚŚĂƚƚŚĞƉƌŽƚĞŝŶƐŝĚĞŶƟĮĞĚŝŶǁŝůĚͲƚǇƉĞĂŶĚcat2-2 
ƉůĂŶƚƐǁĞƌĞŐĞŶĞƌĂůůǇƵŶĂůƚĞƌĞĚǁŚĞŶŐƌŽǁŶƵŶĚĞƌŚŝŐŚKϮ͘dŚƵƐ͕ŶŽƚŽŶůǇĚŽǁŝůĚͲƚǇƉĞĂŶĚcat2-2 
ƉůĂŶƚƐƐŚŽǁĂƐŝŵŝůĂƌƉŚĞŶŽƚǇƉĞ͕ĂůƐŽĂƚƚŚĞƉƌŽƚĞŽŵĞůĞǀĞů͕ŶŽƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚĚŝīĞƌĞŶĐĞƐĞǆĐĞƉƚĨŽƌdϮ
ĐŽƵůĚďĞĚĞƚĞĐƚĞĚ͘dŽŐĞƚŚĞƌ͕ ƚŚĞƐĞĚĂƚĂƐŚŽǁǀĞƌǇŚŝŐŚůĞǀĞůƐŽĨƵŶŝĨŽƌŵŝƚǇ͕ ĞǀĞŶĂƚƚŚĞƉƌŽƚĞŽŵĞůĞǀĞů͕
ďĞƚǁĞĞŶƚŚĞƚǁŽƉůĂŶƚůŝŶĞƐďĞĨŽƌĞƚŚĞŽŶƐĞƚŽĨƐƚƌĞƐƐƚƌĞĂƚŵĞŶƚ͘
dŽŝĚĞŶƟĨǇƉƌŽƚĞŝŶƐǁŚŽƐĞĂďƵŶĚĂŶĐĞĐŚĂŶŐĞĚĚƵƌŝŶŐĞĂƌůǇƟŵĞƉŽŝŶƚƐĂŌĞƌƐƚƌĞƐƐƚƌĞĂƚŵĞŶƚ͕Ă^D
;ƐƚĂƚŝƐƚŝĐĂůĂŶĂůǇƐŝƐŽĨŵŝĐƌŽĂƌƌĂǇƐͿĂŶĂůǇƐŝƐǁĂƐƉĞƌĨŽƌŵĞĚ΀Ϯϵ΁͘dŚŝƐŵĞƚŚŽĚ ŝƐĂĚǀĂŶƚĂŐĞŽƵƐŽǀĞƌ
EKsƐŝŶĐĞŶŽƌŵĂůŝƚǇ͕ ŚŽŵŽŐĞŶĞŝƚǇĂŶĚŝŶĚĞƉĞŶĚĞŶĐĞĂƌĞƉĂƌĂŵĞƚƌŝĐĂƐƐƵŵƉƟŽŶƐŝŶŚĞƌĞŶƚƚŽŝƚ͘dŚĞ
ǀĂƌŝĂƟŽŶďĞƚǁĞĞŶŽƵƌďŝŽůŽŐŝĐĂůƌĞƉĞĂƚƐĂƐǁĞůůĂƐƚŚĞŝŶƚĞƌͲĚĞƉĞŶĚĞŶĐĞďĞƚǁĞĞŶƉƌŽƚĞŝŶƐƚŚĞƌĞĨŽƌĞ
ĚŝƐĨĂǀŽƌƐEKs͕ǁŚŝůƐƚĚĞƚĞƌŵŝŶŝŶŐ ŝĨ ƚŚĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŽĨĂŶǇƉƌŽƚĞŝŶƐ ŝƐƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚůǇƌĞůĂƚĞĚƚŽƚŚĞ
ƌĞƐƉŽŶƐĞǀŝĂƉĞƌŵƵƚĂƟŽŶͲďĂƐĞĚĂŶĂůǇƐŝƐŝƐŵŽƌĞĨĂǀŽƌĂďůĞ͘dŚĞůĂƩĞƌŝƐĞǆĂĐƚůǇǁŚĂƚ^DĚŽĞƐ͕ŝƚĐĂƌƌŝĞƐ
ŽƵƚŵƵůƟƉůĞƉƌŽƚĞŝŶƐƉĞĐŝĮĐƚͲƚĞƐƚƐĂŶĚĐŽŵƉƵƚĞƐĂƐƚĂƟƐƟĐdi for each protein i͕ŵĞĂƐƵƌŝŶŐƚŚĞƐƚƌĞŶŐƚŚ
ŽĨƌĞůĂƟŽŶƐŚŝƉďĞƚǁĞĞŶƉƌŽƚĞŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞĂŶĚƚŚĞƌĞƐƉŽŶƐĞǀĂƌŝĂďůĞ΀ϯϬ΁͘ZĞƉĞĂƚĞĚƉĞƌŵƵƚĂƟŽŶƐ
ĂůůŽǁĮůƚĞƌŝŶŐŽƵƚĂŶǇŐĞŶĞǁŚŽƐĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŝƐƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚůǇƌĞůĂƚĞĚƚŽƚŚĞƌĞƐƉŽŶƐĞ͕Ğ͘Ő͘ĞǆƉŽƐƵƌĞƚŽ
ŚŝŐŚůŝŐŚƚŝŶƚĞŶƐŝƟĞƐŽǀĞƌƟŵĞ͘dŚĞŶŽƌŵĂůŝǌĞĚƌĂƟŽƐŽĨƚŚĞƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚƉƌŽƚĞŝŶƐ;ƉфϬ͘ϬϱͿǁĞƌĞƌĞƐĐĂůĞĚ
ƚŽĂ;Ͳϭ͖ϭͿŝŶƚĞƌǀĂůƚŽŚĂǀĞĂŵŽƌĞĞĂƐǇŝŶƚĞƌƉƌĞƚĂďůĞƐĐĂůĞǁŚĞƌĞнϭŝƐŵŽƐƚĂŶĚͲϭŝƐ ůĞĂƐƚĂďƵŶĚĂŶƚ͘
ϱϳ
^z^dD^Ͳt/E>z^/^K&d,Ky/d/s^dZ^^Z^WKE^/E͘d,>/E
ǇŶĂŵŝĐƐŽĨZK^ͲƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞƉƌŽƚĞŝŶƐ
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ĐŽƌƌĞůĂƚŝŽŶĐůƵƐƚĞƌĂŶĂůǇƐŝƐƌĞǀĞĂůĞĚƐĞǀĞƌĂůƉĂƚƚĞƌŶƐŽĨĐŚĂŶŐŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞƐ;&ŝŐƵƌĞϰͿ͘
ƐƵďĚŝǀŝƐŝŽŶŽĨƚŚĞƐĞƉƌŽĮůĞƐŝŶƚŽƐĞǀĞŶĚŝƐƟŶĐƚĐůƵƐƚĞƌƐĨŽƌŵĞĚƚŚĞďĂƐŝƐĨŽƌƚŚĞĨƵƌƚŚĞƌĞǆƉůŽƌĂƟŽŶŽĨ
ƌĞŐƵůĂƚĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐƵƉŽŶŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͘      
ůƵƐƚĞƌƐϮ͕ϯĂŶĚϱŚŽůĚƉƌŽƚĞŝŶƐǁŝƚŚĂŐĞŶĞƌĂůůŽǁĞƌĂďƵŶĚĂŶĐĞƐŝŶďŽƚŚŐĞŶŽƚǇƉĞƐƉƌŝŽƌƚŽƚŚĞƚƌĂŶƐĨĞƌ͕ ďƵƚ
ŽĨǁŚŝĐŚƚŚĞůĞǀĞůƐŝŶĐƌĞĂƐĞŽǀĞƌƟŵĞ͕ƚŚŽƵŐŚĂƚĚŝīĞƌĞŶƚƌĂƚĞƐ͘WƌŽƚĞŝŶƐǁŝƚŚƚŚĞƐŵĂůůĞƐƚŝŶĐƌĞĂƐĞŵĂŬĞƵƉ
ĐůƵƐƚĞƌϮĂŶĚŚĞƌĞ͕ĂƐůŝŐŚƚĚĞůĂǇŝŶcat2-2ƉůĂŶƚƐŝƐŽďƐĞƌǀĞĚ͘dŚĞĂďŶŽƌŵĂůŝŶŇŽƌĞƐĐĞŶĐĞŵĞƌŝƐƚĞŵƉƌŽƚĞŝŶ
;/DϭͿĐĂƚĞŐŽƌŝǌĞĚŝŶƚŚŝƐĐůƵƐƚĞƌĐĂƚĂůǇǌĞƐƚŚĞĮŶĂůƐƚĞƉƐŽĨũĂƐŵŽŶĂƚĞďŝŽƐǇŶƚŚĞƐŝƐ͕ďĞŝŶŐƚŚĞďĞƚĂͲŽǆŝĚĂƟŽŶ
ŽĨϭϮͲŽǆŽͲƉŚǇƚŽĞŶŽŝĐĂĐŝĚ΀ϯϭ΁͘ůŝŶŬǁŝƚŚĨƵŶĐƟŽŶĂůƉĞƌŽǆŝƐŽŵĞƐǁĂƐĂůƌĞĂĚǇĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞĚĂƐ͕ƚŽŐĞƚŚĞƌ
ǁŝƚŚ/Dϭ͕ƉĞƌŽǆŝƐŽŵĞƐǁĞƌĞĨŽƵŶĚŶĞĐĞƐƐĂƌǇĨŽƌǁŽƵŶĚͲŝŶĚƵĐĞĚũĂƐŵŽŶĂƚĞďŝŽƐǇŶƚŚĞƐŝƐ͘
ůƵƐƚĞƌϯĐŽŵƉƌŝƐĞƐƉƌŽƚĞŝŶƐǁŝƚŚĂƐƚĞĞƉŝŶĐƌĞĂƐĞŝŶƉƌŽƚĞŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞ͕ĂůƌĞĂĚǇϭŚĂŌĞƌŚŝŐŚůŝŐŚƚ
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ǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐ͘ůƐŽ͕ ƚǁŽĐŚĂƉĞƌŽŶŝŶƐ ;dϭ'ϮϰϱϭϬ͖dϯ'ϬϯϵϲϬͿǁĞƌĞ ŝĚĞŶƚŝĨŝĞĚǁŚŽƐĞƉƌĞƐĞŶĐĞ
ǁĂƐƉƌĞǀŝŽƵƐůǇŽďƐĞƌǀĞĚŝŶƉůĂƐŵŽĚĞƐŵĂ΀ϯϮ΁͘dǁŽ'dWĂƐĞƐǁĞƌĞĂůƐŽĨŽƵŶĚŝŶƚŚŝƐĐůƵƐƚĞƌ͘ KŶĞŝƐƚŚĞ
ŝŶƚĞŐƌĂůŵĞŵďƌĂŶĞƉƌŽƚĞŝŶdKϭϱϵƚŚĂƚĨƵŶĐƟŽŶƐĂƐĂƚƌĂŶƐŝƚͲƐĞƋƵĞŶĐĞƌĞĐĞƉƚŽƌĨŽƌƚŚĞĐŽͲƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂů
ŝŵƉŽƌƚŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐĂŶĚƌĞƋƵŝƌĞĚĨŽƌĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚďŝŽŐĞŶĞƐŝƐ΀ϯϯ΁͘hƉͲƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚďŝŽŐĞŶĞƐŝƐ
ĐŽƵůĚďĞĂĚĞĨĞŶƐĞƐƚƌĂƚĞŐǇ ƚŽĞŶƐƵƌĞĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚ ƌĞŝŶĨŽƌĐĞŵĞŶƚĚƵĞ ƚŽ ƚŚĞŚŝŐŚ ůŝŐŚƚĞǆƉŽƐƵƌĞ͘
dŚĞŽƚŚĞƌ'dWĂƐĞ ŝƐƚŚĞZ^ͲƌĞůĂƚĞĚŶƵĐůĞĂƌƉƌŽƚĞŝŶ;ZEϭͿ͕ǁŚŝĐŚ ŝƐĂƐŽůƵďůĞ'dWͲďŝŶĚŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶ
ŝŶǀŽůǀĞĚŝŶŶƵĐůĞĂƌƚƌĂŶƐůŽĐĂƟŽŶŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐ΀ϯϰ΁͘ůƐŽ͕ŬŶŽǁŶƉƌŽƚĞŝŶƐ ŝŵƉůŝĐĂƚĞĚŝŶƚŚĞƉƌŽƚĞĐƟŽŶ
ĂŐĂŝŶƐƚZK^ƐƵĐŚĂƐĐǇƚŽŬŝŶĞƐŝƐĚĞĨĞĐƚŝǀĞϭ ;zdϭ͖dϮ'ϯϵϳϳϬͿĂŶĚĚĞůƚĂϭͲƉǇƌƌŽůŝŶĞͲϱͲĐĂƌďŽǆǇůĂƚĞ
ƐǇŶƚŚĂƐĞ;Wϱ^ϭ͖dϮ'ϯϵϴϬϬͿǁĞƌĞŝĚĞŶƟĮĞĚ͘dŚĞĨŽƌŵĞƌƉƌŽǀŝĚĞƐ'WͲŵĂŶŶŽƐĞƵƐĞĚĨŽƌĂƐĐŽƌďĂƚĞ
ďŝŽƐǇŶƚŚĞƐŝƐ͕ ƚŚĞĐŽƌĞƉĂƚŚǁĂǇŽĨŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞĚĞƚŽǆŝĮĐĂƟŽŶďǇƐĞƌǀŝŶŐĂĚŝƌĞĐƚĂŶƟͲŽǆŝĚĂŶƚ
ĨƵŶĐƚŝŽŶ΀ϯϱ΁͘Wϱ^ϭĐĂƚĂůǇǌĞƐƚŚĞƌĂƚĞͲůŝŵŝƚŝŶŐƐƚĞƉ ŝŶƉƌŽůŝŶĞďŝŽƐǇŶƚŚĞƐŝƐďǇŐĞŶĞƌĂƚŝŶŐŐůƵƚĂŵŝĐ
ƐĞŵŝĂůĚĞŚǇĚĞĨƌŽŵŐůƵƚĂŵĂƚĞ͘dŚŝƐŐĞŶĞǁĂƐƐŚŽǁŶƚŽďĞŝŶĚƵĐĞĚďǇĂďƐĐŝƐŝĐĂĐŝĚĂŶĚƐĂůƚƐƚƌĞƐƐ ŝŶ
Ă ůŝŐŚƚͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚŵĂŶŶĞƌĂŶĚƐƵďƐĞƋƵĞŶƚƉƌŽůŝŶĞĂĐĐƵŵƵůĂƟŽŶƉƌŽǀŝĚĞƐƉƌŽƚĞĐƟŽŶĨƌŽŵZK^΀ϯϲ΁͘
/ŶĐůƵƐƚĞƌϱ͕ŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞĞǆĞƌƚĞĚĂŶĂĚĚŝƟŽŶĂůŝŶĚƵĐŝŶŐĞīĞĐƚƌĞƐƵůƟŶŐŝŶĂŶĞĂƌůŝĞƌƵƉͲƌĞŐƵůĂƟŽŶ
of proteins in cat2-2ƉůĂŶƚƐ͘dŚŝƐĐůƵƐƚĞƌĐŽŶƚĂŝŶƐƉƌŽƚĞŝŶƐĨƌŽŵƚŚĞĚĞŚǇĚƌŝŶĨĂŵŝůǇ͖>d/Ϯϵ;dϭ'ϮϬϰϱϬͿ͕
KZϰϳ;dϭ'ϮϬϰϰϬͿĂŶĚKZϳϴ;dϱ'ϱϮϯϭϬͿ͘ůů ƚŚĞƐĞƉƌŽƚĞŝŶƐĐŽŶƚĂŝŶŚŝŐŚůǇĐŽŶƐĞƌǀĞĚϳƚŽϭϳ
ƌĞƐŝĚƵĞƐůŽŶŐůǇƐŝŶĞ͕ƐĞƌŝŶĞ͕ƚǇƌŽƐŝŶĞĂŶĚĂƌŐŝŶŝŶĞͲƌŝĐŚƐƚƌĞƚĐŚĞƐ͕ƐĐĂƩĞƌĞĚŽǀĞƌƚŚĞŝƌƐĞƋƵĞŶĐĞƐ΀ϯϳ΁͘
>d/ϮϵŽƌůŽǁƚĞŵƉĞƌĂƚƵƌĞŝŶĚƵĐĞĚϮϵƉƌŽƚĞŝŶ͕ĐŽŶĨĞƌƐĐŽůĚƚŽůĞƌĂŶĐĞƵƉŽŶŽǀĞƌĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĂŶĚŝŶƚĞƌĂĐƚƐ
ǁŝƚŚƚŚĞĐǇƚŽƐŬĞůĞƚŽŶ΀ϯϴ΁͘dŚĞK>ͲZ'h>dƉƌŽƚĞŝŶƐKZϰϳĂŶĚKZϳϴǁĞƌĞĂůƐŽ ĨŽƵŶĚƚŽ
ĂƩƌŝďƵƚĞƚŽĐŽůĚƚŽůĞƌĂŶĐĞ͕ĂďƐĐŝƐŝĐĂĐŝĚ͕ŽƐŵŽƟĐƐƚƌĞƐƐĂŶĚĚĞŚǇĚƌĂƚĂƟŽŶ΀ϯϵ΁͘ůƐŽ͕ŽŶĞŽĨƚŚĞƚǁŽ
ĂƌŐŝŶĂƐĞƐĞŶĐŽĚĞĚŝŶƚŚĞƌĂďŝĚŽƉƐŝƐŐĞŶŽŵĞŝƐƉƌĞƐĞŶƚŝŶĐůƵƐƚĞƌϱ͘dŚŝƐĂƌŐŝŶŝŶĞĂŵŝĚŽŚǇĚƌŽůĂƐĞŝƐ
ƚŚĞĮŶĂůĞŶǌǇŵĞŝŶƚŚĞƵƌĞĂĐǇĐůĞĂŶĚƉƌŽĚƵĐĞƐŽƌŶŝƚŚŝŶĞĂŶĚƵƌĞĂĨƌŽŵĂƌŐŝŶŝŶĞ͘ŶŝŶĐƌĞĂƐĞĚƉŽŽůŽĨ
ŽƌŶŝƚŚŝŶĞĐŽƵůĚ͕ůŝŬĞĚĞƐĐƌŝďĞĚĨŽƌWϱ^ϭ͕ůĞĂĚƚŽŐůƵƚĂŵŝĐƐĞŵŝĂůĚĞŚǇĚĞƚŽĨƵĞůƉƌŽůŝŶĞďŝŽƐǇŶƚŚĞƐŝƐ΀ϰϬ΁͘
ϱϴ
Chapter 4
ůƵƐƚĞƌƐϭ͕ϲĂŶĚϳŚĂƌďŽƵƌƉƌŽƚĞŝŶƐǁŝƚŚĞƋƵĂůĂďƵŶĚĂŶĐĞƐŝŶďŽƚŚǁŝůĚͲƚǇƉĞĂŶĚcat2-2 plants before 
ƐƚƌĞƐƐƚƌĞĂƚŵĞŶƚ͕ǁŚŝůĞŝŶcat2-2͕ƉƌŽƚĞŝŶƐŝŶĐůƵƐƚĞƌϳĂƌĞĚŽǁŶͲƌĞŐƵůĂƚĞĚĂŌĞƌϮŚŽĨƐƚƌĞƐƐƚƌĞĂƚŵĞŶƚ͕
ďƵƚǁĞƌĞŐĞŶĞƌĂůůǇŶŽƚƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞŝŶǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐ͘dŚĞŽƉƉŽƐŝƚĞǁĂƐĨŽƵŶĚĨŽƌƉƌŽƚĞŝŶƐŝŶĐůƵƐƚĞƌƐ
ϭĂŶĚϲ͖ƚŚĞŝƌ ůĞǀĞůƐĚƌŽƉƉĞĚŝŶǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐ͕ďƵƚŚĂƌĚůǇĐŚĂŶŐĞĚŝŶcat2-2ƉůĂŶƚƐ͘ŽŽŵŝŶŐŝŶŽŶ
ĐůƵƐƚĞƌϳ ƌĞǀĞĂůƐƐŽŵĞ ŝŶƚĞƌĞƐƚŝŶŐĐĂŶĚŝĚĂƚĞƉƌŽƚĞŝŶƐƐƵƐĐĞƉƚŝďůĞ ƚŽŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞŵĞĚŝĂƚĞĚ
ĚŽǁŶͲƌĞŐƵůĂƟŽŶŝŶcat2-2ƉůĂŶƚƐ͘dǁŽŽĨƚŚĞƐĞĐŽĚĞĨŽƌϯͲĚĞŽǆǇͲͲĂƌĂďŝŶŽͲŚĞƉƚƵůŽƐŽŶĂƚĞϳͲƉŚŽƐƉŚĂƚĞ
ƐǇŶƚŚĂƐĞ;,W^͖dϰ'ϯϯϱϭϬĂŶĚdϭ'ϮϮϰϭϬͿ͕ǁŚŝĐŚĐĂƚĂůǇǌĞƐƚŚĞĮƌƐƚĐŽŵŵŝƩĞĚƐƚĞƉŝŶƚŚĞƐŚŝŬŝŵĂƚĞ
ƉĂƚŚǁĂǇ΀ϰϭ΁͘ƌŽŵĂƟĐĂŵŝŶŽĂĐŝĚƐŝŶƚƵƌŶĚĞƌŝǀĞĨƌŽŵƐŚŝŬŝŵĂƚĞĂŶĚƐĞƌǀĞĂƐƉƌĞĐƵƌƐŽƌƐĨŽƌĂǁŝĚĞ
ƌĂŶŐĞŽĨƐĞĐŽŶĚĂƌǇŵĞƚĂďŽůŝƚĞƐ͕ŝŶĐůƵĚŝŶŐĂŶƚŚŽĐǇĂŶŝŶƐ΀ϰϮ΁͘ŶŽƚŚĞƌƉƌŽƚĞŝŶƚŚĂƚŝƐƐƵďũĞĐƚƚŽŚǇĚƌŽŐĞŶ
ƉĞƌŽǆŝĚĞĚĞƉĞŶĚĞŶƚĚŽǁŶͲƌĞŐƵůĂƟŽŶƵŶĚĞƌŚŝŐŚůŝŐŚƚƐƚƌĞƐƐŝƐƚŚĞĐŝŶŶĂŵŽǇůͲŽƌĞĚƵĐƚĂƐĞůŝŬĞ;>Ϳ
ƉƌŽƚĞŝŶ͕ǁŚŝĐŚĐĂƚĂůǇǌĞƐƚŚĞĮƌƐƚƐƚĞƉŝŶƚŚĞŵŽŶŽůŝŐŶŽůďƌĂŶĐŚŽĨƚŚĞƉŚĞŶǇůƉƌŽƉĂŶŽŝĚƉĂƚŚǁĂǇ͘ŶŽƚŚĞƌ
ŝŶƚĞƌĞƐƟŶŐĐůƵƐƚĞƌŵĞŵďĞƌŝƐƚŚĞ'hEϱƉƌŽƚĞŝŶ͕ŝŶǀŽůǀĞĚŝŶƉůĂƐƟĚͲƚŽͲŶƵĐůĞƵƐƐŝŐŶĂůƚƌĂŶƐĚƵĐƟŽŶǁŚŝĐŚ
ůĞĂĚƐƚŽƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨŶƵĐůĞĂƌŐĞŶĞƐĞŶĐŽĚŝŶŐƉůĂƐƟĚͲůŽĐĂůŝǌĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐ͘dŚŝƐ,ͲƐƵďƵŶŝƚŽĨ
ƚŚĞŵĂŐŶĞƐŝƵŵĐŚĞůĂƚĂƐĞǁĂƐĂůƐŽƐŚŽǁŶƚŽďŝŶĚĂďƐĐŝƐŝĐĂĐŝĚĂŶĚŵĞĚŝĂƚĞƐƐƚŽŵĂƚĂůŵŽǀĞŵĞŶƚ΀ϰϯ͕
ϰϰ΁͘ƉƌŽŵŝŶĞŶƚƌŽůĞĨŽƌŵŝƚŽĐŚŽŶĚƌŝĂ ŝŶŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐĞŵĞƌŐĞƐŐŝǀĞŶƚŚĞŝĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶŽĨƐĞǀĞƌĂů
ŵŝƚŽĐŚŽŶĚƌŝĂůƉƌŽƚĞŝŶƐǁŝƚŚƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚĂůƚĞƌĞĚƉƌŽƚĞŝŶ ůĞǀĞůƐƵƉŽŶŚŝŐŚůŝŐŚƚƐƚƌĞƐƐ͘ƌĞƉƌĞƐĞŶƚĂƟǀĞ
ƉƌŽƚĞŝŶ ŝƐƚŚĞϱϭŬĂƐƵďƵŶŝƚŽĨĐŽŵƉůĞǆ /ŽĨƚŚĞŵŝƚŽĐŚŽŶĚƌŝĂůƌĞƐƉŝƌĂƚŽƌǇĐŚĂŝŶ;/ϱϭͿ͘dŚŝƐE,
ĚĞŚǇĚƌŽŐĞŶĂƐĞĐŽŵƉůĞǆƌĞůĞĂƐĞƐEнĂŶĚŚĂƐĂŶĞƐƚĂďůŝƐŚĞĚƌŽůĞ ŝŶŵĂŝŶƚĂŝŶŝŶŐƚŚĞĐĞůůƵůĂƌƌĞĚŽǆ
ďĂůĂŶĐĞƐŝŶĐĞŝƚ ŝƐƚŚĞŵĂŝŶĞŶƚƌĂŶĐĞƐŝƚĞĨŽƌĞůĞĐƚƌŽŶƐŝŶƚŚĞƌĞƐƉŝƌĂƚŽƌǇĞůĞĐƚƌŽŶƚƌĂŶƐƉŽƌƚĐŚĂŝŶ΀ϰϱ΁͘
dŚĞŵŝƚŽĐŚŽŶĚƌŝĂůŵĂůĂƚĞĚĞŚǇĚƌŽŐĞŶĂƐĞϭŝƐĨŽƵŶĚŝŶĐůƵƐƚĞƌϭĂŶĚƐŚŽǁƐƵŶĂůƚĞƌĞĚůĞǀĞůƐŝŶcat2-2 plants 
ǁŚŝůĞŝƚŝƐƌĞƉƌĞƐƐĞĚ͕ĂůƌĞĂĚǇϭŚĂŌĞƌƐƚƌĞƐƐ͕ŝŶǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐ͘dŚŝƐƉƌŽƚĞŝŶƵƐĞƐĞůĞĐƚƌŽŶƐŽĨE,ƚŽ
ƌĞĚƵĐĞŽǆĂůŽĂĐĞƚĂƚĞƚŽŵĂůĂƚĞƚŚĂƚĐĂŶŶŽǁĨƌĞĞůǇƉĂƐƐƚŚĞŵŝƚŽĐŚŽŶĚƌŝĂůŵĞŵďƌĂŶĞ͘,ĞŶĐĞ͕ĂůŝŶŬƚŽ
ƉŚŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƟŽŶĞŵĞƌŐĞƐ͕ĂŶĚĚŽǁŶͲƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨƚŚŝƐƉƌŽƚĞŝŶŝŶǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐŝƐŬŶŽǁŶƚŽůĞĂĚƚŽĂ
ƌĞĚƵĐƟŽŶŽĨĐǇƚŽƐŽůŝĐŵĂůĂƚĞ͕ƐůŽǁŝŶŐĚŽǁŶŐůǇĐŝŶĞĚĞĐĂƌďŽǆǇůĂƟŽŶĂŶĚůŝŵŝƟŶŐƉŚŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƚŽƌǇĐĂƌďŽŶ
ŇƵǆ΀ϰϲ΁͘dŚĞŝŶǀĞƌƐĞƚƌĞŶĚĨŽƵŶĚĨŽƌƚŚĞ/ϱϭƉƌŽƚĞŝŶĚĞƐĐƌŝďĞĚĂďŽǀĞĐŽƵůĚďĞĞǆƉůĂŝŶĞĚďǇƚŚĞŚŝŐŚĞƌ
E,ĂǀĂŝůĂďŝůŝƚǇŝŶcat2-2ƉůĂŶƚƐ͕ǁŚŝĐŚŝŶƚƵƌŶĐĂŶďĞĐŽŶƐƵŵĞĚďǇŚŝŐŚĞƌůĞǀĞůƐŽĨŵD,ϭ͘
WƌŽƚĞŝŶƐŝŶĐůƵƐƚĞƌϲĂƌĞƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚůǇĚŽǁŶͲƌĞŐƵůĂƚĞĚĂŌĞƌϯŚŽĨŚŝŐŚůŝŐŚƚƐƚƌĞƐƐŝŶǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐ͕ďƵƚ
ƚŚĞŝƌĚŽǁŶͲƌĞŐƵůĂƟŽŶĂƉƉĞĂƌƐĚĞůĂǇĞĚĂŶĚƌĞĚƵĐĞĚŝŶcat2-2ƉůĂŶƚƐ͘/ŵƉŽƌƚĂŶƚůǇ͕ ĂůůƉƌŽƚĞŝŶƐŝŶĐůƵƐƚĞƌ
ϲĂƌĞƌŝďŽƐŽŵĂůƉƌŽƚĞŝŶƐ͕ ŝŵƉůǇŝŶŐƚŚĂƚƚƌĂŶƐůĂƟŽŶŝƐ ŝŶŚŝďŝƚĞĚƵƉŽŶŚŝŐŚůŝŐŚƚĞǆƉŽƐƵƌĞ͘/ŶŚŝďŝƟŽŶŽĨ
ƉƌŽƚĞŝŶƐǇŶƚŚĞƐŝƐŵŝŐŚƚƉƌŽƚĞĐƚĐĞůůƐĂŐĂŝŶƐƚƉƌŽƚĞŝŶŵŝƐĨŽůĚŝŶŐĚƵƌŝŶŐŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ΀ϰϳ΁͘dŚĞĚĞůĂǇĞĚ
ĂŶĚƌĞĚƵĐĞĚĚŽǁŶͲƌĞŐƵůĂƟŽŶŽďƐĞƌǀĞĚŝŶcat2-2ƉůĂŶƚƐŵŝŐŚƚďĞĞǆƉůĂŝŶĞĚďǇĂĚŽƐĞͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚĞīĞĐƚ
ŽĨŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞǁŚŝĐŚĂƚŚŝŐŚĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶƐƐƵƉƉƌĞƐƐĞƐƚŚĞĚŽǁŶͲƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨƚŚĞƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂů
ŵĂĐŚŝŶĞƌǇ΀ϰϴ΁͘ůƐŽ͕ƐŝŶĐĞcat2-2ƉůĂŶƚƐƐƵīĞƌĨƌŽŵŵŽƌĞƐĞǀĞƌĞŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͕ƚŚĞǇŵŝŐŚƚƚƌǇƚŽĂĚĂƉƚ
ĨŽƌůŽŶŐͲƚĞƌŵƐƵƌǀŝǀĂůŝŶĂŵŽƌĞƐĞůĞĐƟǀĞ͕ƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĚĞƉĞŶĚĞŶƚŵĂŶŶĞƌ͘ ĐĐŽƌĚŝŶŐůǇ͕ cat2-2 plants try 
ƚŽĐŽƉĞǁŝƚŚŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐďǇĐŽŶƟŶƵŝŶŐƚƌĂŶƐůĂƟŽŶŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐƚŚĂƚĂůůĞǀŝĂƚĞŽǆŝĚĂƟǀĞĚĂŵĂŐĞ͕ĂƐŝƐ
ŝůůƵƐƚƌĂƚĞĚďǇƚŚĞƉƌŽƚĞŝŶƐŐƌŽƵƉĞĚŝŶĐůƵƐƚĞƌϰ͘,ĞƌĞ͕ŚŝŐŚůŝŐŚƚƐƚƌĞƐƐŝŶcat2-2 plants results in a strong 
ƵƉͲƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨǁĞůůͲŬŶŽǁŶĂŶƟŽǆŝĚĂŶƚƉƌŽƚĞŝŶƐ͗ĂƐĐŽƌďĂƚĞƉĞƌŽǆŝĚĂƐĞϭ͕ĚĞŚǇĚƌŽĂƐĐŽƌďĂƚĞƌĞĚƵĐƚĂƐĞϮ͕
h'dϭĂŶĚŝƐŽŇĂǀŽŶĞƌĞĚƵĐƚĂƐĞ͘ůůŽĨƚŚĞŵǁĞƌĞƉƌĞǀŝŽƵƐůǇƐŚŽǁŶƚŽƌĞƐƉŽŶĚƚŽŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ΀ϰϵ͕ϱϬ΁͘
ϱϵ
^z^dD^Ͳt/E>z^/^K&d,Ky/d/s^dZ^^Z^WKE^/E͘d,>/E
&ŝŐƵƌĞϰ͘,ĞĂƚŵĂƉƐŚŽǁŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶĚǇŶĂŵŝĐƐ 
ϵϭϮƉƌŽƚĞŝŶƐŽĐĐƵƌƌŝŶŐŝŶĞĂĐŚďŝŽůŽŐŝĐĂůƌĞƉĞĂƚĨŽƌĂůůƟŵĞƉŽŝŶƚƐǁĞƌĞƉůŽƩĞĚĂŶĚĂŶĂůǇǌĞĚǀŝĂWĞƌƐĞƵƐ͘WƌŽƚĞŝŶƐǁŝƚŚĂŶ
ĂďƵŶĚĂŶĐĞƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚůǇĐŚĂŶŐŝŶŐŽǀĞƌƟŵĞǁĞƌĞĚĞƚĞƌŵŝŶĞĚǀŝĂ^DĂŶĂůǇƐŝƐĂŶĚĐůƵƐƚĞƌĂŶĂůǇƐŝƐƌĞǀĞĂůĞĚƐŝŵŝůĂƌƉĂƩĞƌŶŝŶŐŽĨ
protein abundances.  
ŵZEͲƐĞƋĂŶĚƌŝďŽƐŽŵĞĨŽŽƚƉƌŝŶƟŶŐʹĂŐůŽďĂůŽǀĞƌǀŝĞǁ
,ĞƌĞ͕ǁĞŵĞĂƐƵƌĞĚƐƚĞĂĚǇͲƐƚĂƚĞƉƌŽƚĞŝŶ ůĞǀĞůƐ͘dŚĞƐĞĂƌĞĂĮŶĂůŽƵƚĐŽŵĞŽĨƚŚĞ ŝŶƚĞƌƉůĂǇďĞƚǁĞĞŶ
ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶ͕ƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂŶĚƉƌŽƚĞŝŶĚĞŐƌĂĚĂƟŽŶ͘^ ŝŶĐĞƉƌŽƚĞŝŶƐĂƌĞƚŚĞĨƵŶĐƟŽŶĂůĞŶƟƟĞƐŽĨĂůŝǀŝŶŐĐĞůů͕
ŽƵƌŝŶŝƟĂůĨŽĐƵƐǁĂƐŽŶƚŚĞŝĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶŽĨ;ƚŚĞĚǇŶĂŵŝĐĂƐƉĞĐƚƐŽĨͿĂůƚĞƌĞĚƉƌŽƚĞŝŶůĞǀĞůƐ͘,ŽǁĞǀĞƌ͕ ďŽƚŚ
ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůĂŶĚƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůƌĞŐƵůĂƟŽŶƐƐŚĂƉĞƚŚĞŵŽůĞĐƵůĂƌůĂŶĚƐĐĂƉĞĂŶĚŝŵƉĂĐƚŽǀĞƌĂůůƉƌŽƚĞŝŶ
ůĞǀĞůƐ͘ƐŵĞĂƐƵƌĞŵĞŶƚƐŽĨƐƚĞĂĚǇͲƐƚĂƚĞƉƌŽƚĞŝŶůĞǀĞůƐŵŝŐŚƚŽďƐĐƵƌĞďŝŽůŽŐŝĐĂůůǇŝŵƉŽƌƚĂŶƚĐŚĂŶŐĞƐŽĨ
ŶĞǁůǇƐǇŶƚŚĞƐŝǌĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐ΀ϱϭ͕ϱϮ΁͕ŝŶͲĚĞƉƚŚƐƚƵĚŝĞƐŽĨƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂŶĚƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĞǀĞŶƚƐǁĞƌĞƉĞƌĨŽƌŵĞĚ͘
ZŝďŽƐŽŵĞƉƌŽĮůŝŶŐĞŶĂďůĞƐƐǇƐƚĞŵĂƟĐŵŽŶŝƚŽƌŝŶŐŽĨŵZEƚƌĂŶƐůĂƟŽŶďǇĚĞĞƉƐĞƋƵĞŶĐŝŶŐŽĨƌŝďŽƐŽŵĞͲ
ƉƌŽƚĞĐƚĞĚŵZEĨƌĂŐŵĞŶƚƐĂŶĚƚŚĞƌĞďǇĞŶĂďůĞƐƵƐƚŽƋƵĂŶƟƚĂƟǀĞůǇĂƐƐĞƐƐƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůƌĞŐƵůĂƟŽŶ
ŝŶƌĞƐƉŽŶƐĞƚŽŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ΀ϮϮ΁͘DĂŬŝŶŐƵƐĞŽĨƚŚĞƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĞůŽŶŐĂƟŽŶŝŶŚŝďŝƚŽƌĐǇĐůŽŚĞǆŝŵŝĚĞ͕
ƌŝďŽƐŽŵĞƐĂƌĞŚĂůƚĞĚŽŶŵZEŵŽůĞĐƵůĞƐƚŚĞǇĂƌĞĂĐƟǀĞůǇƚƌĂŶƐůĂƟŶŐ΀ϱϯ΁͘&ŽůůŽǁŝŶŐŶƵĐůĞĂƐĞĚŝŐĞƐƟŽŶ
ŽĨƌŝďŽƐŽŵĞƵŶƉƌŽƚĞĐƚĞĚŵZE͕ŽŶůǇƌŝďŽƐŽŵĞͲƉƌŽƚĞĐƚĞĚŵZEĨƌĂŐŵĞŶƚƐĂƌĞƌĞĐŽǀĞƌĞĚƵƉŽŶĚĞŶƐŝƚǇ
ĐĞŶƚƌŝĨƵŐĂƟŽŶ͘EĞǆƚ͕ƚŚĞƐĞƉƌŽƚĞĐƚĞĚZEĨƌĂŐŵĞŶƚƐ͕ŽƌƌŝďŽƐŽŵĞĨŽŽƚƉƌŝŶƚƐ͕ĂƌĞĐŽŶǀĞƌƚĞĚŝŶƚŽĂĐE
ůŝďƌĂƌǇ΀ϭϲ͕ϭϴ͕ϱϰ΁͕ǁŚŝĐŚĐĂŶďĞĂŶĂůǇǌĞĚďǇĚĞĞƉƐĞƋƵĞŶĐŝŶŐĂůŽŶŐƐŝĚĞĚĂƚĂĨƌŽŵŵZEͲƐĞƋƵĞŶĐŝŶŐ
;ŵZEͲƐĞƋͿ͘ŽŵďŝŶĞĚ͕ƐƵĐŚĚĂƚĂƐĞƚƐƉƌŽǀŝĚĞŝŶĨŽƌŵĂƟŽŶŽŶƚŚĞĂĐƟǀĞůǇƚƌĂŶƐůĂƚĞĚŵZEƐĞƋƵĞŶĐĞƐ͕
ƚŚĞ ŝĚĞŶƚŝƚǇŽĨ ƚŚĞƌĞĂĚŝŶŐ ĨƌĂŵĞƐƵƐĞĚĂŶĚƚŚĞƌŝďŽƐŽŵĂůĚĞŶƐŝƚǇĂƚĞĂĐŚƉŽƐŝƚŝŽŶǁŝƚŚŝŶ ƚŚĞƐĞ
ŵZEƐ͘dŚĞůĂƩĞƌƉƌŽǀŝĚĞƐĂƋƵĂŶƟƚĂƟǀĞŵĞĂƐƵƌĞŵĞŶƚŽĨƚŚĞ;ĚŝīĞƌĞŶĐĞŝŶͿĞĸĐŝĞŶĐǇŽĨƚƌĂŶƐůĂƟŽŶ͘
ϲϬ
Chapter 4
hƐŝŶŐƚŚŝƐĂƉƉƌŽĂĐŚ͕ƚŚĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŽŵĞƐĂŶĚƚƌĂŶƐůĂƚŽŵĞƐŽĨ ůĞĂĨŵĂƚĞƌŝĂůĨƌŽŵǁŝůĚͲƚǇƉĞĂŶĚcat2-2 
ƉůĂŶƚƐ͕ďŽƚŚƵŶĚĞƌĐŽŶƚƌŽůĐŽŶĚŝƟŽŶƐ;ŚŝŐŚKϮ͕ŵŽĚĞƌĂƚĞůŝŐŚƚͿĂŶĚĞǆƉŽƐĞĚƚŽŚŝŐŚůŝŐŚƚĂŶĚŵŽĚĞƌĂƚĞ
KϮ ;ϯŚͿ͕ǁĞƌĞĂŶĂůǇǌĞĚ͘dŚĞ ůŽŐϮĨŽůĚĐŚĂŶŐĞƐŽĨ ƚŚĞŶŽƌŵĂůŝǌĞĚƌĞĂĚĐŽƵŶƚƐǁĞƌĞĐĂůĐƵůĂƚĞĚƚŽ
ĂƐƐĞƐƐƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶ;ŵZEͿ͕ƚƌĂŶƐůĂƟŽŶ;ƌŝďŽƐŽŵĞĨŽŽƚƉƌŝŶƚͿĂŶĚƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůĞĸĐŝĞŶĐǇ;ƌŝďŽƐŽŵĞ
ĨŽŽƚƉƌŝŶƚͬŵZEͿ͘KĨƚŚĞϮϳ͕ϰϭϲƉƌŽƚĞŝŶͲĐŽĚŝŶŐŐĞŶĞƐĂŶŶŽƚĂƚĞĚŝŶd/Z;dŚĞArabidopsis /ŶĨŽƌŵĂƟŽŶ
ZĞƐŽƵƌĐĞͿ͕ĐŚĂŶŐĞƐŽĨϮϬ͕ϱϵϲŐĞŶĞƐŝŶǁŝůĚͲƚǇƉĞĂŶĚϮϬ͕ϱϯϲŐĞŶĞƐŝŶcat2-2ƉůĂŶƚƐĐŽƵůĚďĞĚĞƚĞĐƚĞĚ͕
ŝŵƉůǇŝŶŐƚŚĂƚĂƚ ůĞĂƐƚϳϱйŽĨĂůůƉƌŽƚĞŝŶͲĐŽĚŝŶŐŐĞŶĞƐĂƌĞƚƌĂŶƐĐƌŝďĞĚŝŶďŽƚŚŐĞŶŽƚǇƉĞƐĂƚďŽƚŚƟŵĞ
ƉŽŝŶƚƐ͘&ŽůĚĐŚĂŶŐĞƐŽĨƌŝďŽƐŽŵĂůĨŽŽƚƉƌŝŶƚƐŝŶǁŝůĚͲƚǇƉĞĂŶĚcat2-2ƉůĂŶƚƐǁĞƌĞŽďƚĂŝŶĞĚĨŽƌϵϯйĂŶĚ
ϴϴйŽĨƚŚĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐ͕ƌĞƐƉĞĐƟǀĞůǇ͘ ůŽŽŬĂƚŐůŽďĂůƚƌĂŶƐůĂƟŽŶƐŚŽǁƐϭ͕ϯϲϮƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐ ŝŶǁŝůĚͲƚǇƉĞ
ƉůĂŶƚƐĂŶĚϵϵϬƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐ ŝŶcat2-2ƉůĂŶƚƐǁŝƚŚĂƚ ůĞĂƐƚĂϰͲĨŽůĚƌĞĚƵĐƚŝŽŶ ŝŶƌŝďŽƐŽŵĂůŽĐĐƵƉĂŶĐǇ
ĂŌĞƌŚŝŐŚůŝŐŚƚĞǆƉŽƐƵƌĞ͘^ŝŵŝůĂƌůǇ͕ ϭ͕ϯϯϮƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐŝŶǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐĂŶĚϭ͕ϲϱϯƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐŝŶcat2-2 
ƉůĂŶƚƐŚĂǀĞĂƚ ůĞĂƐƚĂϰͲĨŽůĚƵƉͲƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨƌŝďŽƐŽŵĂůĨŽŽƚƉƌŝŶƚƐƵƉŽŶŚŝŐŚ ůŝŐŚƚƐƚƌĞƐƐ͘dŚĞŵŽƌĞ
ƉƌŽŶŽƵŶĐĞĚƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůĚŽǁŶͲƌĞŐƵůĂƟŽŶǁŝƚŚŝŶǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐĐŽƌƌĞůĂƚĞƐǁŝƚŚŽƵƌŽďƐĞƌǀĞĚĚŽǁŶͲ
ƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨƌŝďŽƐŽŵĂůƉƌŽƚĞŝŶƐŝŶǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐǁŚŝĐŚŝƐĚĞůĂǇĞĚŝŶcat2-2ƉůĂŶƚƐ;ĐůƵƐƚĞƌϲ͕&ŝŐƵƌĞϰͿ͘
ƋƵĂŶƟƚĂƟǀĞǀŝĞǁŽŶƌĞŐƵůĂƟŽŶ͗ĐŽƌƌĞůĂƟŽŶĨƌŽŵƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƚŽƉƌŽƚĞŝŶ
dŚĞĐŽƌƌĞůĂƟŽŶďĞƚǁĞĞŶƚŚĞĨŽůĚĐŚĂŶŐĞƐŝŶƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚ ůĞǀĞůƐĂŶĚƌŝďŽƐŽŵĂůĨŽŽƚƉƌŝŶƚƐǁĂƐƌĞůĂƟǀĞůǇ
ŚŝŐŚǁŝƚŚĂWĞĂƌƐŽŶĐŽƌƌĞůĂƟŽŶĐŽĞĸĐŝĞŶƚ;ʌͿŝŶďŽƚŚŐĞŶŽƚǇƉĞƐŽĨϬ͘ϳϰ;&ŝŐƵƌĞϱͿ͘&ƵƌƚŚĞƌ͕ ďŽƚŚĂƚĂ
ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůĂŶĚƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůůĞǀĞů͕ĨŽůĚĐŚĂŶŐĞƐďĞƚǁĞĞŶĐŽŶƚƌŽůǁŝůĚͲƚǇƉĞĂŶĚĐĂƚϮͲϮƉůĂŶƚƐĐŽƌƌĞůĂƚĞ
ĐŽŶƐŝĚĞƌĂďůǇǁŝƚŚĂʌͲǀĂůƵĞŽĨϬ͘ϲϯĨŽƌƌŝďŽƐŽŵĂůĨŽŽƚƉƌŝŶƚƐĂŶĚϬ͘ϲϳĨŽƌŵZEƐ;&ŝŐƵƌĞϱͿ͕ŝŶĚŝĐĂƟǀĞŽĨ
ŶŽŶͲĐĂƚĂůĂƐĞĚĞĮĐŝĞŶĐǇĚĞƉĞŶĚĞŶƚ͕ŶĞǆƚƚŽĐĂƚĂůĂƐĞĚĞĮĐŝĞŶĐǇĚĞƉĞŶĚĞŶƚĐŚĂŶŐĞƐŝŶƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůĂŶĚ
ƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůĐŽŶƚƌŽů͘dƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůĞĸĐŝĞŶĐŝĞƐŽǀĞƌƟŵĞĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚǁĞůůǁŝƚŚŝŶŽŶĞŐĞŶŽƚǇƉĞ͕ĞƐƉĞĐŝĂůůǇ
ŝŶǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐ;ʌсϬ͘ϳϳͿ;&ŝŐƵƌĞϱͿ͘ /ŶƚĞƌĞƐƟŶŐůǇ͕ƚŚŝƐĐŽƌƌĞůĂƟŽŶŝƐ ůŽƐƚǁŚĞŶĐŽŵƉĂƌŝŶŐƚŚĞƐĞ
ƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůĞĸĐŝĞŶĐŝĞƐďĞƚǁĞĞŶŐĞŶŽƚǇƉĞƐĂŌĞƌƐƚƌĞƐƐŝŶĚƵĐƟŽŶ;ʌсϬ͘Ϯϯ͕&ŝŐƵƌĞϱͿ͘dĂŬĞŶƚŽŐĞƚŚĞƌ͕ 
ƚŚĞƐĞĚĂƚĂƐŚŽǁƚŚĂƚƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůĞĸĐŝĞŶĐǇŝƐƐƚƌŽŶŐůǇŐĞŶŽƚǇƉĞͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚĂŶĚƚŚĂƚĐĂƚĂůĂƐĞĚĞĮĐŝĞŶĐǇ͕ 
ůĞĂĚŝŶŐƚŽĞŶŚĂŶĐĞĚŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞĂĐĐƵŵƵůĂƟŽŶ͕ĚƌĂƐƟĐĂůůǇĂůƚĞƌƐƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚͲƐƉĞĐŝĮĐĞĸĐŝĞŶĐǇŽĨ
ƚƌĂŶƐůĂƟŽŶŝŶĐŽŶĚŝƟŽŶƐŽĨŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͘ŌĞƌϯŚŽĨŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͕ĂƐƚƌŽŶŐůǇĚĞĐƌĞĂƐĞĚƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂů
ĞĸĐŝĞŶĐǇ;шϴͲĨŽůĚͿŝƐŽďƐĞƌǀĞĚĨŽƌϱϴϭƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐŝŶcat2-2ƉůĂŶƚƐ͕ǁŚŝůĞĨŽƌϮϮϵƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐ;&ŝŐƵƌĞϱͿ͕Ă
ƐƵďƐƚĂŶƟĂůƌŝƐĞŝŶƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůĞĸĐŝĞŶĐǇŝƐĞǀŝĚĞŶƚǁŚĞŶĐŽŵƉĂƌĞĚƚŽǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐ͘ůĂƌŐĞŐƌŽƵƉŽĨ
ƚŚĞĨŽƌŵĞƌƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐĞŶĐŽĚĞĨŽƌĞƚŚǇůĞŶĞƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĨĂĐƚŽƌƐ͕ĐĂůĐŝƵŵďŝŶĚŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶƐĂŶĚ
ŬŝŶĂƐĞƐ͕ǁŚŝůĞĐĞůůͲǁĂůůŵŽĚŝĨǇŝŶŐĐŽĚŝŶŐŐĞŶĞƐĂƌĞĞŶƌŝĐŚĞĚŝŶƚŚĞůĂƩĞƌŐƌŽƵƉŽĨƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐ;^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂů
dĂďůĞ^ ϭͿ͘dŚĞŝŶǀĞƌƐĞĐŽƌƌĞůĂƟŽŶďĞƚǁĞĞŶƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůĞĸĐŝĞŶĐǇŽǀĞƌƟŵĞĂŶĚƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůƌĞŐƵůĂƟŽŶ
ŽĨĂŐĞŶĞĚƵƌŝŶŐŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ ŝƐ ŝŶƚƌŝŐƵŝŶŐĂŶĚďĞĐŽŵĞƐĂƉƉĂƌĞŶƚ ŝŶďŽƚŚŐĞŶŽƚǇƉĞƐ;&ŝŐƵƌĞϱͿ͘
dŽĐŽŵƉĂƌĞĐŚĂŶŐĞƐŝŶƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂŶĚƚƌĂŶƐůĂƟŽŶǁŝƚŚƉƌŽƚĞŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞƐ͕ƚŚĞƋƵĂŶƟĮĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐŝŶ
ƚŚĞƐĞƚƵƉƐďĞĨŽƌĞĂŶĚĂŌĞƌϯŚŽĨƐƚƌĞƐƐƚƌĞĂƚŵĞŶƚǁĞƌĞĐŽŶƐŝĚĞƌĞĚ͘/ŶƚŚŝƐǁĂǇ͕ ϭ͕ϬϭϮƉƌŽƚĞŝŶƐŝĚĞŶƟĮĞĚ
ŝŶĂůůƚŚƌĞĞďŝŽůŽŐŝĐĂůƌĞƉůŝĐĂƚĞƐǁĞƌĞƐĂŵƉůĞĚ͘/ŶƉĂƌƚĚƵĞƚŽŽƵƌĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚĂůƐĞƚƵƉ;Ğ͘Ő͘ŵĂŬŝŶŐƵƐĞ
ŽĨĂƌĞĨĞƌĞŶĐĞƉŽŽůĂƐŝŶƚƌŝŶƐŝĐĐŽŶƚƌŽůͿ͕ƚŚĞĚǇŶĂŵŝĐƌĂŶŐĞŽĨƉƌŽƚĞŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞĚŝīĞƌĞŶĐĞƐŚĞƌĞĨŽƵŶĚ
;ƵƐŝŶŐD^ͿŝƐŵƵĐŚůŽǁĞƌƚŚĂŶƚŚĂƚŽĨƚŚĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐĂŶĚƚŚĞƌŝďŽƐŽŵĂůĨŽŽƚƉƌŝŶƚĐŽǀĞƌĂŐĞ͘&ŽƌĞǆĂŵƉůĞ͕
ƚŚĞƐƚĞĂĚǇƐƚĂƚĞƉƌŽƚĞŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞůĞǀĞůƐĂŌĞƌϯŚŽĨ,>ƐƚƌĞƐƐǀĂƌǇůĞƐƐƚŚĂŶϰͲĨŽůĚĂƚŵŽƐƚ͕ǁŚŝůĞĂƚ
ƚŚĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂů ůĞǀĞů͕ƵƉƚŽĂϭϯϱϬͲĨŽůĚƵƉͲƌĞŐƵůĂƟŽŶĐŽƵůĚďĞŵĞĂƐƵƌĞĚ͘&ƵƌƚŚĞƌ͕ ĂůŝƐƚŽĨƚŚĞƚŽƉ
ϲϭ
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ϭϬϬŵŽƐƚƵƉͲĂŶĚĚŽǁŶͲƌĞŐƵůĂƚĞĚŐĞŶĞƐĂƚƚŚĞůĞǀĞůŽĨƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶ͕ŝůůƵƐƚƌĂƚĞƐƚŚĞůŝŵŝƚĞĚŽǀĞƌůĂƉǁŝƚŚ
ƉƌŽƚĞŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞĂůƚĞƌĂƟŽŶƐ͘/ŶƚĞƌĞƐƟŶŐůǇ͕ ƚŚĞŵĂũŽƌŝƚǇŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐǁŚŽƐĞĂďƵŶĚĂŶĐĞůŽǁĞƌƐĚƵƌŝŶŐ
ƐƚƌĞƐƐƚƌĞĂƚŵĞŶƚĂƌĞŶŽƚƌĞŐƵůĂƚĞĚĂƚƚŚĞůĞǀĞůŽĨƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶŽƌƚƌĂŶƐůĂƟŽŶ;^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂůdĂďůĞ^ϮͿ͘Ǉ
ƉůŽƫŶŐƚŚĞĨŽůĚĐŚĂŶŐĞƐŽĨƉƌŽƚĞŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞƚŽƚŚŽƐĞŽĨƚŚĞƌŝďŽƐŽŵĂůĨŽŽƚƉƌŝŶƚƌĞĂĚƐŝŶĂƉĂƌƟĐƵůĂƌ
ŐĞŶŽƚǇƉĞ͕ƉƌŽƚĞŝŶƐĂƌĞƌĞǀĞĂůĞĚǁŝƚŚĂĚĞĐƌĞĂƐĞĚĂďƵŶĚĂŶĐĞĂŌĞƌϯŚŽĨŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͕ǁŚŝůĞƚŚĞŝƌ
ĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚŝŶŐƌŝďŽƐŽŵĞŽĐĐƵƉĂŶĐǇĂƉƉĞĂƌƐƵŶĂīĞĐƚĞĚ;&ŝŐƵƌĞϱ&Ϳ͘dŚĞƐĂŵĞƚƌĞŶĚĐĂŶďĞŽďƐĞƌǀĞĚǁŚĞŶ
ƉůŽƫŶŐƚŚĞƉƌŽƚĞŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞůĞǀĞůƐǀĞƌƐƵƐƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚůĞǀĞůƐ͕ĂůďĞŝƚĂƚĂůŽǁĞƌĐŽƌƌĞůĂƟŽŶ;^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂů
&ŝŐƵƌĞ^ϯͿ͘dĂŬĞŶƚŽŐĞƚŚĞƌ͕ ƚŚĞƐĞĚĂƚĂŝŶĚŝĐĂƚĞƚŚĂƚƚŚĞƌĞĚƵĐƟŽŶŝŶƉƌŽƚĞŝŶůĞǀĞůƐŝƐƌĞŐƵůĂƚĞĚĂƚƚŚĞƉŽƐƚͲ
ƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůůĞǀĞůĂŶĚƚŚƵƐůŝŬĞůǇĐĂƵƐĞĚďǇƉƌŽƚĞŝŶĚĞŐƌĂĚĂƟŽŶƌĂƚŚĞƌƚŚĂŶďǇĐŚĂŶŐĞƐŝŶƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶ
ĂŶĚͬŽƌƚƌĂŶƐůĂƟŽŶƌĂƚĞƐ͘
͘dƌĂŶƐĐƌŝƉƚ;ŵZE&ͿǀĞƌƐƵƐƚƌĂŶƐůĂƟŽŶ;ƌŝďŽƐŽŵĂůĨŽŽƚƉƌŝŶƚ&ͿǁŝƚŚŝŶŽŶĞŐĞŶŽƚǇƉĞ
 
͘ ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚ;ŵZE&ͿĂŶĚƚƌĂŶƐůĂƟŽŶ;ƌŝďŽƐŽŵĂůĨŽŽƚƉƌŝŶƚ&ͿďĞƚǁĞĞŶŐĞŶŽƚǇƉĞƐ  
ϲϮ
Chapter 4
͘dƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůĞĸĐŝĞŶĐǇ;ƌŝďŽƐŽŵĂůĨŽŽƚƉƌŝŶƚ&ͬŵZE&ͿǁŝƚŚŝŶŽŶĞŐĞŶŽƚǇƉĞ
͘dƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůĞĸĐŝĞŶĐǇ;ƌŝďŽƐŽŵĂůĨŽŽƚƉƌŝŶƚͬŵZEͿďĞƚǁĞĞŶŐĞŶŽƚǇƉĞƐŽǀĞƌƟŵĞ;dǀƐtdͿ 
 
͘dƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůĞĸĐŝĞŶĐǇ;ƌŝďŽƐŽŵĂůĨŽŽƚƉƌŝŶƚ&ͬŵZE&ͿǀĞƌƐƵƐƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůƌĞŐƵůĂƟŽŶ;&ŵZEͿǁŝƚŚŝŶŽŶĞŐĞŶŽƚǇƉĞ 
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&͘ WƌŽƚĞŝŶĨŽůĚĐŚĂŶŐĞƐǀĞƌƐƵƐƌŝďŽƐŽŵĂůĨŽŽƚƉƌŝŶƚĨŽůĚĐŚĂŶŐĞƐƉĞƌŐĞŶŽƚǇƉĞ
&ŝŐƵƌĞϱ͘ŽƌƌĞůĂƟŽŶƐĨƌŽŵƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƚŽƉƌŽƚĞŝŶ
ŽŵƉĂƌŝƐŽŶŽĨŶŽƌŵĂůŝǌĞĚůŽŐϮĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶƌĂƟŽƐĂŌĞƌϯŚŽĨŚŝŐŚůŝŐŚƚĞǆƉŽƐƵƌĞĐŽŵƉĂƌĞĚƚŽϬŚ;ĐƉŵͿƉĞƌƉƌŽƚĞŝŶͲĐŽĚŝŶŐŐĞŶĞ
;Ͳ&Ϳ͘WĞĂƌƐŽŶĐŽƌƌĞůĂƟŽŶĐŽĞĸĐŝĞŶƚƐ;ʌͿĂƌĞƐŚŽǁŶ͘;ͿEŽƌŵĂůŝǌĞĚŵZEĂŶĚƌŝďŽƐŽŵĞĨŽŽƚƉƌŝŶƚƌĞĂĚĚĞŶƐŝƚǇ;ĐƉŵͿĂƌĞĐŽŵƉĂƌĞĚ
ǁŝƚŚŝŶŽŶĞŐĞŶŽƚǇƉĞ͘;ͿŽŵƉĂƌŝŶŐƌĞĂĚƐďĞƚǁĞĞŶŐĞŶŽƚǇƉĞƐƌĞƐƵůƚƐŝŶĂƌĞĚƵĐĞĚĐŽƌƌĞůĂƟŽŶŽĨϬ͘ϲϳĨŽƌŵZEĨŽůĚĐŚĂŶŐĞƐĂŶĚ
Ϭ͘ϲϰĨŽƌƌŝďŽƐŽŵĂůĨŽŽƚƉƌŝŶƚƐ͘;ͿdƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůĞĸĐŝĞŶĐǇŽĨŝŶĚŝǀŝĚƵĂůƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐŝŶǁŝůĚͲƚǇƉĞĐŽƌƌĞůĂƚĞƐǁĞůů;ʌсϬ͘ϳϳͿďĞĨŽƌĞĂŶĚ
ĂŌĞƌŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͕ǁŚŝůĞŝŶĐĂƚϮͲϮƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůĞĸĐŝĞŶĐǇŝƐĂīĞĐƚĞĚŵŽƌĞĚƵƌŝŶŐƐƚƌĞƐƐ;ʌсϬ͘ϲϵͿ͘;ͿdƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůĞĸĐŝĞŶĐǇ
ĨŽůĚĐŚĂŶŐĞƐĂƌĞĚƌĂƐƟĐĂůůǇĂůƚĞƌĞĚďĞƚǁĞĞŶĐĂƚϮͲϮĂŶĚǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐ͘;Ϳ/ŶďŽƚŚŐĞŶŽƚǇƉĞƐ͕ĂŶĞŐĂƟǀĞĐŽƌƌĞůĂƟŽŶŝƐŽďƐĞƌǀĞĚ
ǁŚĞŶĐŽŵƉĂƌŝŶŐƚŚĞƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůĞĸĐŝĞŶĐŝĞƐĂŶĚŵZEĂďƵŶĚĂŶĐĞƐŽǀĞƌƟŵĞ͘;&ͿWƌŽƚĞŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞƐĂƌĞĐŽŵƉĂƌĞĚƚŽƚŚĞ
ƌŝďŽƐŽŵĞĨŽŽƚƉƌŝŶƚƐƉĞƌŐĞŶŽƚǇƉĞ͘WƌŽƚĞŝŶƐǁŝƚŚĂƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚůŽǁĞƌĂďƵŶĚĂŶĐĞ;ŐƌĞĞŶͿĂƌĞŚĂƌĚůǇƌĞŐƵůĂƚĞĚĂƚƚŚĞƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂů
level.             
'ĞŶŽƚǇƉĞ;ŝŶͿĚĞƉĞŶĚĞŶƚƌĞŐƵůĂƟŽŶĚƵƌŝŶŐŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ
DĂŬŝŶŐƵƐĞŽĨ,ƵďĞƌƐƚĂƟƐƟĐƐ͕ĚŝīĞƌĞŶƟĂůůǇƌĞŐƵůĂƚĞĚŐĞŶĞƐ;ƉфϬ͘ϬϱͿǁĞƌĞƐĞůĞĐƚĞĚĂŶĚƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂů
ƌĞŐƵůĂƟŽŶǁĂƐĐŽŵƉĂƌĞĚƚŽƌĞŐƵůĂƟŽŶĂƚƚŚĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůůĞǀĞů͘ƚƚŚĞůĞǀĞůŽĨƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶ͕ϯϬйŽĨĂůů
ĚŽǁŶͲƌĞŐƵůĂƚĞĚĂŶĚϯϯйŽĨĂůůƵƉͲƌĞŐƵůĂƚĞĚŐĞŶĞƐ;ĞĂĐŚƟŵĞĂƚƉфϬ͘ϬϱͿŽǀĞƌůĂƉďĞƚǁĞĞŶƚŚĞŐĞŶŽƚǇƉĞƐ
;&ŝŐƵƌĞϲͿ͘dŚŝƐŽǀĞƌůĂƉŽĨĚŝīĞƌĞŶƟĂůůǇƌĞŐƵůĂƚĞĚŐĞŶĞƐƌĞƉƌĞƐĞŶƚĂĐŽƌĞŽĨŐĞŶĞƐǁŝƚŚƐŝŵŝůĂƌďĞŚĂǀŝŽƵƌ
ŝŶƌĞƐƉŽŶƐĞƚŽŚŝŐŚůŝŐŚƚ͕ŝƌƌĞƐƉĞĐƟǀĞŽĨƚŚĞŐĞŶŽƚǇƉŝĐďĂĐŬŐƌŽƵŶĚ͕ŚĞŶĐĞŶĂŵĞĚŐĞŶŽƚǇƉĞŝŶĚĞƉĞŶĚĞŶƚ͕
ŚŝŐŚůŝŐŚƚƐƉĞĐŝĮĐŐĞŶĞƐ͘dŚĞƌĞŝƐŚŽǁĞǀĞƌĂůƐŽĂŐĞŶŽƚǇƉŝĐĞīĞĐƚŶŽƟĐĞĂďůĞƐŝŶĐĞŝŶcat2-2ƉůĂŶƚƐ͕ŽŶůǇ
ϳϭϮŐĞŶĞƐǁŝƚŚƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚůǇƌĞĚƵĐĞĚƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚ ůĞǀĞůƐĂŌĞƌϯŚǁĞƌĞ ŝĚĞŶƟĮĞĚĐŽŵƉĂƌĞĚƚŽϭϯϰϳŝŶ
ǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐ͘
ƚƚŚĞůĞǀĞůŽĨƚƌĂŶƐůĂƟŽŶ͕ĂƚŽƚĂůŽĨϰϵϱƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐŝŶďŽƚŚǁŝůĚͲƚǇƉĞĂŶĚcat2-2ƉůĂŶƚƐƐŚŽǁĞĚƌĞĚƵĐĞĚ
ƌŝďŽƐŽŵĂůŽĐĐƵƉĂŶĐŝĞƐĂŌĞƌϯŚŽĨŚŝŐŚůŝŐŚƚĞǆƉŽƐƵƌĞ;&ŝŐƵƌĞϲͿ͕ǁŚŝĐŚĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚƐƚŽϮϮйŽĨƚŚĞ
ƚŽƚĂůŶƵŵďĞƌŽĨƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐĚŝƐƉůĂǇŝŶŐĂĚƌŽƉŝŶƌŝďŽƐŽŵĂůŽĐĐƵƉĂŶĐǇŝŶĚĞƉĞŶĚĞŶƚŽĨĐĂƚĂůĂƐĞĚĞĮĐŝĞŶĐǇ͘
/ŶƚŚŝƐŐƌŽƵƉ͕'ĞŶĞKŶƚŽůŽŐǇĂŶĂůǇƐŝƐƵƐŝŶŐs/΀ϱϱ΁ƌĞǀĞĂůĞĚĂŶŽǀĞƌƌĞƉƌĞƐĞŶƚĂƟŽŶŽĨĐĞůůǁĂůů
ŐĞŶĞƐ͕ƐƵĐŚĂƐĞǆƉĂŶƐŝŶƐĂŶĚǆǇůŽŐůƵĐĂŶĞŶĚŽƚƌĂŶƐŐůǇĐŽƐǇůĂƐĞƐ͕ĂƵǆŝŶƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞŐĞŶĞƐ͕ŵĞŵďƌĂŶĞ
ƚƌĂŶƐƉŽƌƚĞƌƐĂŶĚŐĞŶĞƐŝŵƉůŝĐĂƚĞĚŝŶƐŝŐŶĂůůŝŶŐƐƵĐŚĂƐƌĞĐĞƉƚŽƌŬŝŶĂƐĞƐĂŶĚƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĨĂĐƚŽƌƐ;Ğ͘Ő͘
tZ<z͕ ď,>,͕EͿ;^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂůdĂďůĞ^ϯͿ͘tŚĞŶĐŽŶƐŝĚĞƌŝŶŐƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐǁŝƚŚ ŝŶĐƌĞĂƐĞĚƌŝďŽƐŽŵĂů
ϲϰ
Chapter 4
ŽĐĐƵƉĂŶĐǇ͕ϵϭϮŽĨĂůů ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐ ;ŽƌϯϴйͿǁŝƚŚ ŝŶĐƌĞĂƐĞĚƌŝďŽƐŽŵĂůŽĐĐƵƉĂŶĐǇǁĞƌĞ ĨŽƵŶĚ ŝŶ ƚŚĞ
ǁŝůĚͲƚǇƉĞĂŶĚ cat2-2ƐĞƚƵƉƐ;&ŝŐƵƌĞϲͿ͘dŚŝƐƐĞƚǁĂƐĞŶƌŝĐŚĞĚĨŽƌŐĞŶĞƐƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞƚŽũĂƐŵŽŶŝĐĂĐŝĚ
;:ͿĂŶĚĂďƐĐŝƐŝĐĂĐŝĚ;Ϳ͕ĂŶĚŐĞŶĞƐŝŶǀŽůǀĞĚŝŶƚŚĞŝƌďŝŽƐǇŶƚŚĞƐŝƐ͘&ƵƌƚŚĞƌŵŽƌĞ͕ŐĞŶĞƐƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞ
ƚŽǁĂƚĞƌĚĞƉƌŝǀĂƚŝŽŶ͕ŚŝŐŚ ůŝŐŚƚ ŝŶƚĞŶƐŝƚǇĂŶĚŽǆŝĚĂƚŝǀĞƐƚƌĞƐƐ ;Ğ͘Ő͕͘DzϮĂŶĚDzϳϱƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶ
ĨĂĐƚŽƌƐͿ͕ĂŶĚŐĞŶĞƐŽĨƚŚĞŇĂǀŽŶŽŝĚĂŶĚůŝŐŶŝŶďŝŽƐǇŶƚŚĞƟĐƉĂƚŚǁĂǇƐǁĞƌĞĂůƐŽĨŽƵŶĚŝŶƚŚŝƐƐƵďƐĞƚ͘
/ŶƚĞƌĞƐƟŶŐůǇ͕ǁŚĞŶĐŽŶƐŝĚĞƌŝŶŐƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůůǇƵƉͲƌĞŐƵůĂƚĞĚŐĞŶĞƐĨŽƵŶĚĞǆĐůƵƐŝǀĞůǇ ŝŶcat2-2ƉůĂŶƚƐ͕
Ă ƐƚƌŽŶŐĞŶƌŝĐŚŵĞŶƚ ;Ɖфϭ͘ϰͲϭϲͿŽĨŐĞŶĞƐ ĨƌŽŵƚŚĞƵďŝƋƵŝƚŝŶͬƉƌŽƚĞĂƐŽŵĞƉƌŽƚĞŽůǇƚŝĐƉĂƚŚǁĂǇ
ǁĂƐĨŽƵŶĚ͕ĂŐĂŝŶƉƌŽǀŝĚŝŶŐĂ ůŝŶŬƚŽƌĞĚƵĐĞĚƉƌŽƚĞŝŶ ůĞǀĞůƐǀŝĂ ŝŶĐƌĞĂƐĞĚƉƌŽƚĞŝŶĚĞŐƌĂĚĂƚŝŽŶ͘ůƐŽ
ŚĞĂƚͲƐŚŽĐŬƉƌŽƚĞŝŶĞŶĐŽĚŝŶŐŐĞŶĞƐ͕ŶĞǆƚƚŽŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞͲ^ͲƚƌĂŶƐĨĞƌĂƐĞƐĂŶĚhWͲŐůǇƐŽůǇůƚƌĂŶƐĨĞƌĂƐĞƐ
ǁĞƌĞĞŶƌŝĐŚĞĚ͕ƚŚĞĨŽƌŵĞƌƉŽƐƐŝďůǇŚŝŶƟŶŐƚŽǁĂƌĚƐĂĐĞůůƵůĂƌƉƌĞǀĞŶƟŽŶŽĨŵŝƐĨŽůĚŝŶŐĂŶĚƉƌŽƚĞŝŶ
ĂŐŐƌĞŐĂƚŝŽŶ͘ůƐŽ͕ƉƌŽƚĞŝŶƐ ŝŵƉůŝĐĂƚĞĚ ŝŶƚƌĂŶƐŵĞŵďƌĂŶĞƚƌĂŶƐƉŽƌƚĂŶĚƌĞŐƵůĂƚŽƌƐŽĨ ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶ
ƌĞŐƵůĂƚŝŽŶƌĞƉƌĞƐĞŶƚ ƚǁŽĞŶƌŝĐŚĞĚŐĞŶĞĐůĂƐƐĞƐ ŝŶ ƚŚĞcat2-2ŐĞŶŽƚǇƉĞ ;^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂůdĂďůĞ^ϯͿ͘
͘dƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůŽǀĞƌůĂƉŽĨĚŝīĞƌĞŶƟĂůůǇƌĞŐƵůĂƚĞĚŐĞŶĞƐ
͘dƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůŽǀĞƌůĂƉŽĨĚŝīĞƌĞŶƟĂůůǇƌĞŐƵůĂƚĞĚŐĞŶĞƐ
&ŝŐƵƌĞϲ͘ŝīĞƌĞŶƟĂůůǇƌĞŐƵůĂƚĞĚŐĞŶĞƐ
^ŝŐŶŝĮĐĂŶƚ;ƉфϬ͘ϬϱͿƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůĂŶĚƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůƌĞŐƵůĂƚĞĚŐĞŶĞƐĂƌĞĐŽŵƉĂƌĞĚďĞƚǁĞĞŶĐĂƚϮͲϮĂŶĚǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐ͘;ͿƚƚŚĞ
ůĞǀĞůŽĨƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶ͕ϰϳϳŽƌϯϬйŽĨƚŚĞĚŽǁŶͲƌĞŐƵůĂƚĞĚŐĞŶĞƐĂƌĞƐŚĂƌĞĚďĞƚǁĞĞŶƚŚĞŐĞŶŽƚǇƉĞƐ;ůĞŌͿ͕ǁŚŝůĞƚŚŝƐďĞĐŽŵĞƐϳϵϯŽƌ
ϯϯйĨŽƌĂůůƵƉͲƌĞŐƵůĂƚĞĚŐĞŶĞƐ;ƌŝŐŚƚͿ͘;ͿĞƚǁĞĞŶďŽƚŚŐĞŶŽƚǇƉĞƐ͕ĂŶŽǀĞƌůĂƉŽĨϰϵϱƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐ;ϮϮйͿƐŚŽǁƐĂĚĞĐůŝŶĞŝŶƌŝďŽƐŽŵĂů
ŽĐĐƵƉĂŶĐǇĂŌĞƌϯŚŽĨŚŝŐŚůŝŐŚƚĞǆƉŽƐƵƌĞ;ůĞŌͿ͘dŚĞŽǀĞƌůĂƉĞǆƉĂŶĚƐƚŽϵϮϭ;ŽƌϯϴйͿƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐǁŝƚŚŝŶĐƌĞĂƐĞĚƌŝďŽƐŽŵĂůŽĐĐƵƉĂŶĐǇ͘
ĚŽǁŶͲƌĞŐƵůĂƚĞĚ
ĚŽǁŶͲƌĞŐƵůĂƚĞĚ
ƵƉƌĞŐƵůĂƚĞĚ
ƵƉƌĞŐƵůĂƚĞĚ
ϲϱ
^z^dD^Ͳt/E>z^/^K&d,Ky/d/s^dZ^^Z^WKE^/E͘d,>/E
EĞǆƚ͕ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůƌĞŐƵůĂƟŽŶǁĂƐĐŽŵƉĂƌĞĚƚŽƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůƌĞŐƵůĂƟŽŶǁŝƚŚŝŶĞĂĐŚŐĞŶŽƚǇƉĞ͘&Žƌ
ďŽƚŚŐĞŶŽƚǇƉĞƐ͕ŽǀĞƌϱϲйŽĨƚŚĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐǁŝƚŚ ŝŶĐƌĞĂƐĞĚĨŽŽƚƉƌŝŶƚĐŽƵŶƚƐǁĞƌĞĂůƐŽƵƉͲƌĞŐƵůĂƚĞĚ
ĂƚƚŚĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůůĞǀĞů͘tŚŝůĞĨŽƌƚŚŽƐĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐǁŝƚŚĚĞĐƌĞĂƐĞĚƌŝďŽƐŽŵĂůŽĐĐƵƉĂŶĐǇ͕ ŽŶůǇϯϬй
ĂŶĚϮϰйŽĨƚŚĞƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůůǇĐŽŶƚƌŽůůĞĚƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐĨŽůůŽǁƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůĚŽǁŶͲƌĞŐƵůĂƟŽŶŝŶǁŝůĚͲƚǇƉĞ
and cat2-2ƉůĂŶƚƐ͕ƌĞƐƉĞĐƟǀĞůǇ;^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂů&ŝŐƵƌĞ^ϰͿ͘    
ZĞŐƵůĂƟŽŶŽĨƚŚĞƌĞŐƵůĂƚŽƌƐ͗ĂĨŽĐƵƐŽŶƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĨĂĐƚŽƌƐ
/ŶŽƵƌƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŽŵŝĐƐĂŶĚƚƌĂŶƐůĂƚŽŵŝĐƐĚĂƚĂƐĞƚƐ͕ŵƵůƚŝƉůĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶĨĂĐƚŽƌƐǁĞƌĞĨŽƵŶĚŚŝŐŚůǇ
ƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞƚŽŚŝŐŚ ůŝŐŚƚĞǆƉŽƐƵƌĞ͘ /ŶĨĂĐƚ͕ƚŚĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚǁŝƚŚƚŚĞŚŝŐŚĞƐƚĨŽůĚ ŝŶĐƌĞĂƐĞ ŝŶƌŝďŽƐŽŵĂů
footprints in cat2-2ƉůĂŶƚƐĂŌĞƌƐƚƌĞƐƐƚƌĞĂƚŵĞŶƚĞŶĐŽĚĞƐĨŽƌĂŵĞŵďĞƌŽĨƚŚĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĨĂĐƚŽƌZ&ͬ
WϮĨĂŵŝůǇ͘ /ŶǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐ͕ƚŚĞĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚŝŶŐŐĞŶĞ͕ƚŚĞĚĞŚǇĚƌĂƟŽŶͲƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞĞůĞŵĞŶƚďŝŶĚŝŶŐ
Ϯ;ZϮ͖dϮ'ϰϬϯϰϬͿƐŚŽǁƐŽŶůǇĂŵŝŶŽƌ ŝŶĐƌĞĂƐĞĂƚƚŚĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚ ůĞǀĞůĂŶĚŶŽƵƉͲƌĞŐƵůĂƚŝŽŶ
ŽĨƌŝďŽƐŽŵĂůŽĐĐƵƉĂŶĐǇ͘ZϮ;dϱ'ϬϱϰϭϬͿĂŶĚZϮ;dϮ'ϯϴϯϰϬͿ͕ ƚǁŽƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶĨĂĐƚŽƌƐ
ďĞůŽŶŐŝŶŐƚŽƚŚĞƐĂŵĞƐƵďĨĂŵŝůǇƐŚŽǁĂƐŝŵŝůĂƌƉĂƩĞƌŶŽĨƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůƵƉͲƌĞŐƵůĂƟŽŶĂŶĚŝŶĐƌĞĂƐĞĚ
ƚƌĂŶƐůĂƚŝŽŶ ŝŶĐĂƚϮͲϮƉůĂŶƚƐ ;&ŝŐƵƌĞϳͿ͘ /ŶƚĞƌĞƐƚŝŶŐůǇ͕ ƚŚĞƐĞZϮƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶĨĂĐƚŽƌƐĂƌĞŚŝŐŚůǇ
ĐŽŶƐĞƌǀĞĚŝŶĞĐŽŶŽŵŝĐĂůůǇŝŵƉŽƌƚĂŶƚĐĞƌĞĂůĐƌŽƉƐĂŶĚǁĞƌĞƉƌĞǀŝŽƵƐůǇƐŚŽǁŶƚŽƌĞŐƵůĂƚĞ͕ŵŽƐƚůǇŝŶĂŶ
ͲŝŶĚĞƉĞŶĚĞŶƚŵĂŶŶĞƌ͕ ƚŚĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŽĨŵĂŶǇƐƚƌĞƐƐͲƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞŐĞŶĞƐƵƉŽŶĚƌŽƵŐŚƚ͕ƐĂůŝŶŝƚǇĂŶĚ
ŚŝŐŚƚĞŵƉĞƌĂƚƵƌĞ΀ϱϲ΁͘DŽƌĞŽǀĞƌĂŶĚůŝŬĞůǇĚƵĞƚŽƚŚĞƉƌĞƐĞŶĐĞŽĨĂĐŽƌĞZŵŽƟĨŝŶƚŚĞŝƌƉƌŽŵŽƚĞƌƐ͕
ƚŚĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚ ůĞǀĞůƐŽĨƚǁŽĚŽǁŶƐƚƌĞĂŵƐŝŐŶĂůůŝŶŐŬŝŶĂƐĞƐ͕ŬŝŶϭĂŶĚϮ΀ϱϳ΁͕ĂƌĞďŽƚŚƵƉͲƌĞŐƵůĂƚĞĚŝŶ
cat2-2ƵƉŽŶŚŝŐŚůŝŐŚƚĞǆƉŽƐƵƌĞ;&ŝŐƵƌĞϳͿ͘/ŶĂĚĚŝƟŽŶ͕ƚŚĞĚŽǁŶƐƚƌĞĂŵĐŽůĚͲƌĞŐƵůĂƚĞĚŐĞŶĞƐ;KZͿĂůƐŽ
ĐŽŶƚĂŝŶĐŝƐͲĂĐƟŶŐĞůĞŵĞŶƚƐ͕ǁŝƚŚ/ϭĨŽƌŵĞƌůǇĚĞƉŝĐƚĞĚĂƐƚŚĞŵĂƐƚĞƌƌĞŐƵůĂƚŽƌĨŽƌŵƵůƟƉůĞĚŽǁŶƐƚƌĞĂŵ
ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĨĂĐƚŽƌƐƚŚĂƚŝŶƚƵƌŶƌĞŐƵůĂƚĞƚŚĞƐĞKZŐĞŶĞƐ΀ϱϴ΁͘ůƚŚŽƵŐŚ/ϭŝƐŶŽƚƌĞŐƵůĂƚĞĚƵŶĚĞƌ
ƚŚĞƐĞƐƚƌĞƐƐĐŽŶĚŝƚŝŽŶƐ͕ ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶŽĨ ŝƚƐĚŽǁŶƐƚƌĞĂŵƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶĨĂĐƚŽƌƐƐƵĐŚĂƐŚŽŵĞŽďŽǆϭϮ
;dϯ'ϲϭϴϵϬͿ͕Z'ͲůŝŬĞϯ;dϱ'ϭϳϰϵϬͿ͕tZ<zϭϴ;dϰ'ϯϭϴϬϬͿĂŶĚZϯ;dϮ'ϮϯϯϰϬͿŝƐĐůĞĂƌůǇŝŶĐƌĞĂƐĞĚ
;&ŝŐƵƌĞϳͿ͘^ ƵĐŚĚĂƚĂƌĞǀĞĂůĂĐŽŵƉůĞǆŝŶƚĞƌƉůĂǇŽĨƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĨĂĐƚŽƌƐƚŚĂƚĂƌĞƐƵďũĞĐƚƚŽƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂů
ĂŶĚƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůƌĞŐƵůĂƟŽŶŝŶƌĞůĂƟŽŶƚŽĂŐĞŶĞƟĐ;ĐĂƚĂůĂƐĞĚĞĮĐŝĞŶĐǇͿĂŶĚĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚĂů;ŚŝŐŚůŝŐŚƚͿ
ƉĞƌƚƵƌďĂƟŽŶ͘ŶĂĚĚŝƟŽŶĂůůĞǀĞůŽĨĐŽŵƉůĞǆŝƚǇŝƐĂĚĚĞĚďǇƚŚĞƌĞĐŽŐŶŝƟŽŶŵĞĐŚĂŶŝƐŵƐŽĨƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶ
ĨĂĐƚŽƌƐ͕Ğ͘Ő͘ZϮŽŶƉƌŽŵŽƚĞƌĐŝƐͲĞůĞŵĞŶƚƐŽĨŽƚŚĞƌƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĨĂĐƚŽƌƐ͘&ƵƌƚŚĞƌĚŽǁŶƐƚƌĞĂŵ͕ƚŚƌĞĞ
KZƉƌŽƚĞŝŶƐǁĞƌĞŝĚĞŶƟĮĞĚŽĨǁŚŝĐŚƚŚĞƉƌŽƚĞŝŶůĞǀĞůƐŝŶĐƌĞĂƐĞĚƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚůǇĚƵƌŝŶŐŚŝŐŚůŝŐŚƚƐƚƌĞƐƐ
ƚƌĞĂƚŵĞŶƚŝŶďŽƚŚǁŝůĚͲƚǇƉĞĂŶĚcat2-2ƉůĂŶƚƐ;&ŝŐƵƌĞϰ͕ĐůƵƐƚĞƌϱͿ͘dŚŝƐŝŶĐƌĞĂƐĞŝŶƉƌŽƚĞŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞ
ǁĂƐŚĞƌĞĨŽƵŶĚƚŽĐŽƌƌĞůĂƚĞǁŝƚŚĂŶƵƉͲƌĞŐƵůĂƟŽŶĂƚďŽƚŚƚŚĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůĂƐǁĞůůĂƐƚŚĞƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂů
ůĞǀĞů;&ŝŐƵƌĞϳͿ͘
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͘KZƌĞŐƵůĂƟŽŶ
&ŝŐƵƌĞϳ͘ZƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĨĂĐƚŽƌĨĂŵŝůǇ
ŽǀĞƌĂŐĞŽĨ ƌŝďŽƐŽŵĂů ĨŽŽƚƉƌŝŶƚƐ ;ďůƵĞͿĂŶĚ ƚŽƚĂůŵZEƌĞĂĚƐ ;ƉŝŶŬͿŽŶ ƐĞůĞĐƚĞĚŐĞŶĞƐďĞĨŽƌĞĂŶĚĂĨƚĞƌϯŚŽĨŚŝŐŚ
ůŝŐŚƚ ĞǆƉŽƐƵƌĞ͘ ;Ϳ dŚĞĚĞŚǇĚƌĂƚŝŽŶͲƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞĞůĞŵĞŶƚďŝŶĚŝŶŐϮŐĞŶĞƐ ;ZͿ ƐŚŽǁĂ ƐƚƌŽŶŐ ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶĂůĂŶĚ
ƚƌĂŶƐůĂƚŝŽŶĂůƵƉͲƌĞŐƵůĂƚŝŽŶĂĨƚĞƌϯŚ ŝŶĐĂƚϮͲϮƉůĂŶƚƐďƵƚŶŽƚ ŝŶǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐ͘ ;ͿdǁŽŬŝŶĂƐĞƐ͕ŬŝŶϭĂŶĚŬŝŶϮĂƌĞ
ĚŽǁŶƐƚƌĞĂŵƚĂƌŐĞƚƐŽĨZϮĂŶĚƐŚŽǁĂŶŵZE ŝŶĐƌĞĂƐĞĂƚϯŚ ŝŶĐĂƚϮͲϮƉůĂŶƚƐ͘ ;ͿdƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶĂů ƌĞŐƵůĂƚŝŽŶŽĨ
ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶ ĨĂĐƚŽƌƐ ŝŶǀŽůǀĞĚ ŝŶ ĐŽůĚ ƐƚƌĞƐƐĂĐĐůŝŵĂƚŝŽŶ͘ ;ͿdŚƌĞĞ ĐŽůĚ ƌĞŐƵůĂƚĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐǁĞƌĞ ŝĚĞŶƚŝĨŝĞĚŽĨǁŚŝĐŚ
the abundance increased in both genotypes during high light stress treatment (upper panel). This correlates well 
with the transcriptional and translational up-regulation that was observed for these three genes (lower panel). 
dŚĞď,>,d&DzϮĂŶĚDzd&ƉƌŽĚƵĐƟŽŶŽĨĂŶƚŚŽĐǇĂŶŝŶϭ;WWϭ͕ĂůƐŽŬŶŽǁŶĂƐDzϳϱͿǁĞƌĞŚĞƌĞ
ŝĚĞŶƟĮĞĚŝŶďŽƚŚŐĞŶŽƚǇƉĞƐĂŶĚĨŽƌďŽƚŚƚŚĞƌĞŝƐĂĐůĞĂƌ ŝŶĐƌĞĂƐĞŝŶƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůŽƵƚƉƵƚĂŌĞƌƐƚƌĞƐƐ
ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ͘dŚŝƐ ŝƐ ŝŶĂŐƌĞĞŵĞŶƚǁŝƚŚƚŚĞŝƌƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůƵƉͲƌĞŐƵůĂƟŽŶ͕ĂůďĞŝƚŵŽƌĞƉƌŽŶŽƵŶĐĞĚĨŽƌ
Dzϳϱ;&ŝŐƵƌĞϴͿ͘WWϭǁĂƐƐŚŽǁŶƚŽƌĞŐƵůĂƚĞĂŶƚŚŽĐǇĂŶŝŶƉƌŽĚƵĐƟŽŶĂŶĚDzϮ ŝƐĐŽŶƐŝĚĞƌĞĚĂƐ
ƚŚĞŵĂƐƚĞƌƌĞŐƵůĂƚŽƌŽĨ:ƐŝŐŶĂůůŝŶŐƉĂƚŚǁĂǇƐƚŚĂƚĂůƐŽƐƚĞĞƌƐĂŶƚŚŽĐǇĂŶŝŶďŝŽƐǇŶƚŚĞƐŝƐ΀ϱϵ΁͘hƉŽŶ
ĐůŽƐĞƌ ŝŶƐƉĞĐƚŝŽŶ͕ ƚŚĞŐĞŶĞƐĞŶĐŽĚŝŶŐ :ͲĨĂŵŝůǇŵĞŵďĞƌƐ ;:^DKEdͲ/DͲKD/EͿ ƐŚŽǁĂ
ĐůĞĂƌƵƉͲƌĞŐƵůĂƟŽŶďŽƚŚĂƚƚŚĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂŶĚĂƚƚŚĞƚƌĂŶƐůĂƟŽŶůĞǀĞů͕ǁŝƚŚƚŚĞĞǆĐĞƉƟŽŶŽĨ:ϯ 
;&ŝŐƵƌĞϴͿ͖ŵŽƌĞ:ϯƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐĂƌĞƉƌĞƐĞŶƚ ĨŽůůŽǁŝŶŐŚŝŐŚ ůŝŐŚƚƚƌĞĂƚŵĞŶƚ͕ďƵƚƚƌĂŶƐůĂƚŝŽŶĚŽĞƐ
ŶŽƚĂƉƉĞĂƌƚŽďĞĞŶŚĂŶĐĞĚ͘:ƉƌŽƚĞŝŶƐĐĂŶ ŝŶƚĞƌĂĐƚǁŝƚŚDzϮĂŶĚDzϳϱƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶĨĂĐƚŽƌƐ͕
ƉƌĞǀĞŶƚŝŶŐƚŚĞĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶŽĨ ƚŚĞŝƌĚŽǁŶƐƚƌĞĂŵƚĂƌŐĞƚŐĞŶĞƐ͘WĞƌĐĞƉƚŝŽŶŽĨ :ďǇ ŝƚƐ ƌĞĐĞƉƚŽƌK/ϭ
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;ĐŽƌŽŶĂƟŶĞŝŶƐĞŶƐŝƟǀĞϭ͖dϮ'ϯϵϵϰϬͿƚƌŝŐŐĞƌƐƉƌŽƚĞĂƐŽŵĞŵĞĚŝĂƚĞĚƵďŝƋƵŝƟŶĂƟŽŶĂŶĚĚĞŐƌĂĚĂƟŽŶ
ŽĨ:ƉƌŽƚĞŝŶƐ͕ƚŚĞƌĞďǇƌĞůĞĂƐŝŶŐDzϮĂŶĚDzϳϱĨƌŽŵƌĞƉƌĞƐƐŝŽŶĂŶĚĂůůŽǁŝŶŐƚŚĞĂĐƟǀĂƟŽŶŽĨ
:ͲƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞŐĞŶĞƐ΀ϲϬ΁͘DzϮĂůƐŽďŝŶĚƐƚŽƚŚĞƉƌŽŵŽƚĞƌƐŽĨ:ŐĞŶĞƐĂŶĚƌĞŐƵůĂƚĞƐƚŚĞŝƌŽǀĞƌĂůů
ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ůĞǀĞůƐ͕ ůĞĂĚŝŶŐƚŽĂŶĞŐĂƟǀĞĨĞĞĚďĂĐŬ ůŽŽƉ͕ĞŶĂďůŝŶŐƟŐŚƚĐŽŶƚƌŽůŽĨ:ͲƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞŐĞŶĞ
ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ΀ϲϭ΁;&ŝŐƵƌĞϴͿ͘&ƵƌƚŚĞƌ͕ ƚŚĞũĂƐŵŽŶĂƚĞƌĞĐĞƉƚŽƌK/ϭŝƐŶŽƚƌĞŐƵůĂƚĞĚĂŌĞƌƐƚƌĞƐƐ͕ǁŚŝĐŚ
ƉŽŝŶƚƐƚŽƚŚĞŝŵƉŽƌƚĂŶĐĞŽĨĂŶĂĐƟǀĞĚĞŐƌĂĚĂƟŽŶŽĨƚŚĞ:ƉƌŽƚĞŝŶƐƵƉŽŶK/ϭͲŵĞĚŝĂƚĞĚ:ƉĞƌĐĞƉƟŽŶ͘
͘DzϮĂŶĚDzϳϱĂƌĞďŽƚŚŝŶĚƵĐĞĚŝŶƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂŶĚƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂŌĞƌ,>ƐƚƌĞƐƐ
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͘:ϯŝƐŽŶůǇƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůůǇŝŶĚƵĐĞĚ    ͘^ĐŚĞŵĂƟĐŽǀĞƌǀŝĞǁŽĨ:ƌĞŐƵůĂƟŽŶ
&ŝŐƵƌĞϴ͘DzϳϱĂŶĚDzϮƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĨĂĐƚŽƌƐĂƌĞƌĞŐƵůĂƚĞĚĚƵƌŝŶŐŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ
;Ϳ ŽƚŚDzϳϱĂŶĚDzϮ ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐ ŚĂǀĞĂŶ ŝŶĐƌĞĂƐĞ ŝŶ ƌŝďŽƐŽŵĂů ŽĐĐƵƉĂŶĐǇ ;ďůƵĞͿ ĂĨƚĞƌ ƐƚƌĞƐƐ ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ͕ ŝŶ
ĂĐĐŽƌĚĂŶĐĞǁŝƚŚ ƚŚĞŝƌ ŝŶĐƌĞĂƐĞĚŵZEƌĞĂĚƐ ;ƉŝŶŬͿ͕ĂůƚŚŽƵŐŚ ƚŚĞ ůĂƚƚĞƌ ŝƐŵŽƌĞƉƌŽŶŽƵŶĐĞĚ ĨŽƌ ƚŚĞDzϳϱĞŶĐŽĚŝŶŐ
ŐĞŶĞ͘ ;ͿǆĐĞƉƚ ĨŽƌ :ϯ͕ ĨŽƌǁŚŝĐŚŽŶůǇĂ ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶĂůƵƉͲƌĞŐƵůĂƚŝŽŶ ;ƉŝŶŬͿĐĂŶďĞŽďƐĞƌǀĞĚ͕ ƚŚĞ :ƌĞƉƌĞƐƐŽƌƐĂƌĞ
ƵƉͲƌĞŐƵůĂƚĞĚĂƚ ƚŚĞ ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶĂůĂŶĚƚƌĂŶƐůĂƚŝŽŶĂů ůĞǀĞů͘ ;ͿƐĐŚĞŵĂƚŝĐŽǀĞƌǀŝĞǁŽĨ ũĂƐŵŽŶĂƚĞƚƌŝŐŐĞƌĞĚƌĞƐƉŽŶƐĞƐ
ƵƉŽŶŚŝŐŚ ůŝŐŚƚĞǆƉŽƐƵƌĞ͘ /Ŷ ƚŚĞĂďƐĞŶĐĞŽĨ :͕ :ƉƌŽƚĞŝŶƐďŝŶĚd&Ɛ ůŝŬĞDzϮĂŶĚDzϳϱ͕ ƚŚĞƌĞďǇ ŝŶŚŝďŝƚŝŶŐ ƚŚĞŝƌ
ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶĂůĂĐƚŝǀŝƚǇ͘DzϮ ƌĞŐƵůĂƚĞƐĂůƐŽ :ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ůĞǀĞůƐ͕ ůĞĂĚŝŶŐ ƚŽĂŶĞŐĂƚŝǀĞ ĨĞĞĚďĂĐŬ ůŽŽƉ͘,ŝŐŚ ůŝŐŚƚ
ƌĞƐƵůƚƐ ŝŶ ĂŶƵƉͲƌĞŐƵůĂƚŝŽŶŽĨDzϮĂŶĚDzϳϱ͕ ďƵƚ ĂůƐŽ ŽĨ : ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐ͕ ŚĞƌĞďǇ ĞŶĂďůŝŶŐĂ ƐƚƌŝĐƚ ƌĞŐƵůĂƚŝŽŶ͘
ƌŽůĞĨŽƌŝŶĐƌĞĂƐĞĚƉƌŽƚĞŝŶĚĞŐƌĂĚĂƟŽŶĚƵƌŝŶŐŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ
WƌŽƚĞŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞƐĂƌĞ ƚŚĞ ĨŝŶĂůŽƵƚĐŽŵĞŽĨĐŽŽƌĚŝŶĂƚĞĚƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶĂů͕ ƚƌĂŶƐůĂƚŝŽŶĂůĂŶĚƉŽƐƚͲ
ƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůĐŽŶƚƌŽůŵĞĐŚĂŶŝƐŵƐ͘dŚĞƌĞůĂƟǀĞŝŵƉŽƌƚĂŶĐĞŽĨƚŚĞƐĞĐŽŶƚƌŽůƌĞůĂǇƐŝƐĞǆĂŵŝŶĞĚŚĞƌĞ͘/Ŷ
ŐĞŶĞƌĂů͕&ŝŐƵƌĞϱ&ƉŽŝŶƚƐƚŽƚǁŽĨĂĐƚŽƌƐƚŚĂƚǁĞŶĞĞĚƚŽƚĂŬĞŝŶƚŽĂĐĐŽƵŶƚ͗ƚŚĞůŝŵŝƚĞĚĚǇŶĂŵŝĐƌĂŶŐĞ
ǁŚĞŶŵĞĂƐƵƌŝŶŐƐƚĞĂĚǇͲƐƚĂƚĞƉƌŽƚĞŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞůĞǀĞůƐĂŶĚƉŽƐƚͲƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůĂĐƟǀŝƟĞƐ͘dŚŝƐ ůŝŵŝƚĞĚ
ĚǇŶĂŵŝĐƌĂŶŐĞŝƐŝŶĨĂĐƚĂůƐŽƉĂƌƚůǇĚƵĞƚŽŽƵƌĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚĂůƐĞƚͲƵƉĂƐǁĞŵĂĚĞƵƐĞŽĨĂƌĞĨĞƌĞŶĐĞƉŽŽů
ĚĞƐŝŐŶ͘/ŶĚĞĞĚ͕ŝĨĂƉƌŽƚĞŝŶŝƐƉƌĞƐĞŶƚŝŶǁŝůĚͲƚǇƉĞďƵƚĂďƐĞŶƚŝŶcat2-2ƐĂŵƉůĞƐ͕ĂŵĂǆŝŵƵŵƚǁŽͲĨŽůĚ
ƌĂŶŐĞǁŝůůďĞŽďƐĞƌǀĞĚ͕ĂƐŝƐĞǆĞŵƉůŝĮĞĚĨŽƌƚŚĞdϮƉƌŽƚĞŝŶ;&ŝŐƵƌĞϵͿ͘
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Chapter 4
&ŝŐƵƌĞϵ͘d>^ϮƐƉĞĐƚƌƵŵŝůůƵƐƚƌĂƚĞƐĂůŝŵŝƚĞĚĚǇŶĂŵŝĐƌĂŶŐĞŽĨƉƌŽƚĞŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞŵĞĂƐƵƌĞŵĞŶƚƐ
dŚĞŵĂƐƐ ƐƉĞĐƚƌĂŽĨ dϮďĞĨŽƌĞ ƚŚĞŽŶƐĞƚ ŽĨ ŚŝŐŚ ůŝŐŚƚ ĞǆƉŽƐƵƌĞ͘ dŚĞǁŝůĚͲƚǇƉĞ ƐĂŵƉůĞ ĐŽŶƚĂŝŶƐ Ϯ͘ϭϱ ĨŽůĚŵŽƌĞ
dϮ ĐŽŵƉĂƌĞĚ ƚŽ ƚŚĞ ƌĞĨĞƌĞŶĐĞ ƉŽŽů ;ůĞĨƚ ƉĂŶĞůͿǁŚĞƌĞĂƐ ŝŶ ƚŚĞ ĐĂƚϮͲϮ ƐĂŵƉůĞ͕ ƚŚĞ dϮ ƉĞƉƚŝĚĞ ƌĞƉƌĞƐĞŶƚƐ
ĂƐŝŶŐůĞƚŽŶ͕ŽŶůǇƉƌĞƐĞŶƚŝŶƚŚĞƌĞĨĞƌĞŶĐĞƉŽŽů;ƌŝŐŚƚƉĂŶĞůͿ͘    
 
ZŝďŽƐŽŵĂůƉƌŽƚĞŝŶƐĐŽŶƐƟƚƵƚĞĂ ůĂƌŐĞĨƌĂĐƟŽŶŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐƚŚĂƚĂƌĞĚŽǁŶͲƌĞŐƵůĂƚĞĚĂŌĞƌϯŚŽĨƐƚƌĞƐƐ
ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ ŝŶďŽƚŚǁŝůĚͲƚǇƉĞĂŶĚcat2-2ƉůĂŶƚƐ͕ĂůďĞŝƚǁŝƚŚĂĚĞůĂǇ ŝŶƚŚĞ ůĂƩĞƌ;&ŝŐƵƌĞϰ͕ĐůƵƐƚĞƌϲͿ͘
&Žƌ ƚŚĞƐĞƌŝďŽƐŽŵĂůƉƌŽƚĞŝŶƐ͕ŶŽƌĞŐƵůĂƚŝŽŶŽĐĐƵƌƌĞĚĂƚ ƚŚĞ ůĞǀĞůƐŽĨ ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶŽƌ ƚƌĂŶƐůĂƚŝŽŶ 
;&ŝŐƵƌĞϭϬͿ͕ ŝůůƵƐƚƌĂƚŝŶŐƚŚĂƚĂĐƚŝǀĞĚĞŐƌĂĚĂƚŝŽŶ͕ ƌĂƚŚĞƌ ƚŚĂŶƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶĂůŽƌ ƚƌĂŶƐůĂƚŝŽŶĂůĚŽǁŶͲ
ƌĞŐƵůĂƟŽŶƉƌŽǀŝĚĞƐĂƌĂƉŝĚŵĞĂŶƐŽĨŝŶŇƵĞŶĐŝŶŐƚŚĞĐĞůůƵůĂƌƉƌŽƚĞŝŶďĂůĂŶĐĞ͘ǇĞŶŚĂŶĐĞĚ͕ǇĞƚƐƉĞĐŝĮĐ
ƌŝďŽƐŽŵĂůĐĂƚĂďŽůŝƐŵ͕ƚŚĞǁŚŽůĞĐĞůůŵŝŐŚƚďĞƋƵŝĐŬůǇƌĞĚŝƌĞĐƚĞĚƚŽǁĂƌĚƐĂĚĞĨĞŶƐŝǀĞƐǇƐƚĞŵƌĂƚŚĞƌƚŚĂŶ
ŽŶĞĨŽĐƵƐĞĚŽŶŐƌŽǁƚŚ͘tŚŝůĞŝŶĚĞĞĚƐĞǀĞƌĂůϮϲ^ƉƌŽƚĞĂƐŽŵĞͲdWĂƐĞĂŶĚŶŽŶͲdWĂƐĞƐƵďƵŶŝƚƐĂƌĞ
ƵƉͲƌĞŐƵůĂƚĞĚ;&ŝŐƵƌĞϭϭͿ͕ĞƐƉĞĐŝĂůůǇŝŶcat2-2ƉůĂŶƚƐ͕ŝƚŝƐĂůƐŽŝŶƚĞƌĞƐƟŶŐƚŽŶŽƚĞƚŚĞĚŽǁŶͲƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨ
ƉƌŽƚĞĂƐĞŝŶŚŝďŝƚŽƌƐ;&ŝŐƵƌĞϭϭͿ͕ĂůůŽĨǁŚŝĐŚŵĂǇĐŽŶƚƌŝďƵƚĞƚŽĞŶŚĂŶĐĞĚƉƌŽƚĞŽůǇƟĐĐĂƉĂĐŝƚǇ͘dǁŽŽĨƚŚĞ
Ϯϲ^ƉƌŽƚĞĂƐŽŵĞƐƵďƵŶŝƚƐ͕ZWdϭĂŶĚZWdϮǁĞƌĞĂůƐŽŝĚĞŶƟĮĞĚŝŶŽƵƌƉƌŽƚĞŽŵĞƐƚƵĚǇĂƐďĞŝŶŐƌĞŐƵůĂƚĞĚ͘
dƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶŽĨƚŚĞZWdϭĂŶĚZWdϮŐĞŶĞƐǁĂƐƵƉͲƌĞŐƵůĂƚĞĚƌĞƐƉĞĐƟǀĞůǇϮ͘ϱĂŶĚϯƟŵĞƐŝŶǁŝůĚͲƚǇƉĞ
ƉůĂŶƚƐ͕ĂŶĚ ŝŶcat2-2ƉůĂŶƚƐ͕ ƚŚŝƐǁĂƐĂďŽƵƚϴͲĨŽůĚ͘dƌĂŶƐůĂƚŝŽŶĂů ŝŶĚƵĐƚŝŽŶĨŽůůŽǁĞĚƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶĂů
ƌĞŐƵůĂƟŽŶ͕ǁŚŝĐŚ͕ŝŶƚŚĞĞŶĚƌĞƐƵůƚĞĚŝŶĂϭ͘ϳͲĨŽůĚŝŶĚƵĐƟŽŶŽĨƚŚĞƐƚĞĂĚǇͲƐƚĂƚĞůĞǀĞůƐŽĨƚŚĞZWdϭƉƌŽƚĞŝŶ
ĂŶĚϭ͘ϵͲĨŽůĚĨŽƌƚŚĞZWdϮŝŶďŽƚŚŐĞŶŽƚǇƉĞƐĂŌĞƌϯŚŽĨŚŝŐŚůŝŐŚƚĞǆƉŽƐƵƌĞ͘
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D^Ͳt/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dϭ'ϳϰϬϲϬ dϮ'ϬϱϮϮϬ dϯ'ϬϵϱϬϬ dϯ'ϱϯϰϯϬ dϰ'ϮϳϬϵϬ dϱ'ϮϯϬϬ
Z&
ϬŚtd
ϯŚtd
Ϭ Ś ĐĂƚϮͲϮ
ŵZE

ϯŚĐĂƚϮͲϮ
ϬŚtd
ϯŚtd
ϬŚ ĐĂƚϮͲϮ
ϯŚĐĂƚϮͲϮ
'E
&ŝŐƵƌĞϭϬ͘ZŝďŽƐŽŵĂůƉƌŽƚĞŝŶƐĂƌĞŶŽƚƐƵďũĞĐƚĞĚƚŽƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůŽƌƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůĐŽŶƚƌŽů
DĂŶǇƌŝďŽƐŽŵĂůŐĞŶĞƐ͕ŝŶĐůƵĚŝŶŐƚŚĞϲŐĞŶĞƐƐŚŽǁŶŚĞƌĞ͕ĚŽŶŽƚƐŚŽǁĂŶǇĐŚĂŶŐĞŝŶŵZE;ƉŝŶŬͿŽƌƌŝďŽƐŽŵĂůĨŽŽƚƉƌŝŶƚƌĞĂĚƐ
;ďůƵĞͿ͕ĂůƚŚŽƵŐŚƚŚĞŝƌƉƌŽƚĞŝŶůĞǀĞůƐǁĞƌĞƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚůǇůĞƐƐĂďƵŶĚĂŶƚĚƵƌŝŶŐƐƚƌĞƐƐƚƌĞĂƚŵĞŶƚ͘ 
ZWdϭ ZWdϯ ZWdϰZƉŶϮͬWƐŵĚϭĂ
ŶŽŶͲdWĂƐĞ ͲdWĂƐĞ
ZWdϮ
ϬŚtd
Z&
ŵZE
ϯŚtd
ϬŚ ĐĂƚϮͲϮ
ϯŚĐĂƚϮͲϮ
ϬŚtd
ϯŚtd
ϬŚ ĐĂƚϮͲϮ
ϯŚĐĂƚϮͲϮ
'E
͘Ϯϲ^ƉƌŽƚĞĂƐŽŵĂůƐƵďƵŶŝƚƐ
ŶĚŽƉĞƉƚŝĚĂƐĞ
ŝŶŚŝďŝƚŽƌ
ƉƌŽƚĞĂƐĞ
ŝŶŚŝďŝƚŽƌ
Z&
ϬŚtd
ϯŚtd
ϬŚ ĐĂƚϮͲϮ
ŵZE
ϯŚĐĂƚϮͲϮ
ϬŚtd
ϯŚtd
ϬŚ ĐĂƚϮͲϮ
ϯŚĐĂƚϮͲϮ
'E
͘WƌŽƚĞĂƐĞŝŶŚŝďŝƚŽƌƐ 
&ŝŐƵƌĞϭϭ͘ĞŐƌĂĚĂƟŽŶŝƐĞŶŚĂŶĐĞĚŝŶĐĂƚϮͲϮƉůĂŶƚƐ  
;ͿŵZE;ƉŝŶŬͿĂŶĚƌŝďŽƐŽŵĞĨŽŽƚƉƌŝŶƚƌĞĂĚƐ;ďůƵĞͿŽĨĂŶŽŶͲdWĂƐĞĂŶĚĨŽƵƌͲdWĂƐĞƐƵďƵŶŝƚƐŽĨƚŚĞϮϲ^ƉƌŽƚĞĂƐŽŵĞĐŽŵƉůĞǆ
ƐŚŽǁĂŶƵƉͲƌĞŐƵůĂƟŽŶŝŶĐĂƚϮͲϮƉůĂŶƚƐŽĨƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐĂŶĚƌŝďŽƐŽŵĂůŽĐĐƵƉĂŶĐŝĞƐ͘;ͿdǁŽĞǆĂŵƉůĞƐŽĨƉƌŽƚĞĂƐĞŝŶŚŝďŝƚŽƌĐŽĚŝŶŐŐĞŶĞƐ
;dϭ'ϳϮϬϲϬĂŶĚdϯ'ϮϮϭϰϮͿǁŚŽƐĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶ;ƉŝŶŬͿĂŶĚƚƌĂŶƐůĂƟŽŶ;ďůƵĞͿĂƌĞĚŽǁŶͲƌĞŐƵůĂƚĞĚŝŶďŽƚŚŐĞŶŽƚǇƉĞƐĚƵƌŝŶŐŚŝŐŚ
light stress treatment.             
ϳϮ
Chapter 4
&ŝůůŝŶŐƚŚĞŐĂƉƐ͗ƉĂƚŚǁĂǇƐĨƌŽŵƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƚŽƉƌŽƚĞŝŶ
/ŶƚĞŐƌĂƟŽŶŽĨŵZE͕ƌŝďŽƐŽŵĂůĨŽŽƚƉƌŝŶƚƐĂŶĚƉƌŽƚĞŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞƐĂůůŽǁƐĂŶŝŶͲĚĞƉƚŚƵŶĚĞƌƐƚĂŶĚŝŶŐŽĨĂ
ƐǇƐƚĞŵͲůĞǀĞůƌĞƐƉŽŶƐĞƚŽƐƚƌĞƐƐǁŚĞƌĞĞŶƟƌĞƉĂƚŚǁĂǇƐĐĂŶďĞĞǆĂŵŝŶĞĚ͘ǇŝŶĐŽƌƉŽƌĂƟŶŐƚŚĞƌĞŐƵůĂƟŽŶ
ŽŶƚŚƌĞĞůĞǀĞůƐ͕ŶĂŵĞůǇƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶ͕ƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂŶĚ;ĚǇŶĂŵŝĐĐŚĂŶŐĞƐͿŝŶƐƚĞĂĚǇͲƐƚĂƚĞƉƌŽƚĞŝŶůĞǀĞůƐ͕ŶĞǁ
ŝŶƐŝŐŚƚƐĂƌĞŐĂŝŶĞĚĂŶĚĂƐĂĐŽŶƐĞƋƵĞŶĐĞ͕ƐƚƌĂƚĞŐŝĞƐƚŽƚĂƌŐĞƚƉĂƚŚǁĂǇƐĂŶĚƌĞĚŝƌĞĐƚĂƐǇƐƚĞŵĐĂŶďĞƌĞĮŶĞĚ͘
As cat2-2ĂŶĚtdƉůĂŶƚƐƌĞĂĐƚĚŝīĞƌĞŶƚůǇƵƉŽŶƉƌŽůŽŶŐĞĚĞǆƉŽƐƵƌĞƚŽŚŝŐŚ ůŝŐŚƚ ŝŶƚĞŶƐŝƟĞƐ͕ ŝ͘Ğ͘ĐĞůů
ĚĞĂƚŚĂŶĚƉƵƌƉůĞĐŽůŽƌŝŶŐŽĨůĞĂǀĞƐ͕ƌĞƐƉĞĐƟǀĞůǇ͕ ǁĞĮƌƐƚĨŽĐƵƐĞĚŽŶĂŶƚŚŽĐǇĂŶŝŶƉƌŽĚƵĐƟŽŶ͘EŽƚĞƚŚĂƚ
ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐǁŝƚŚĂƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚůǇŝŶĐƌĞĂƐĞĚƌŝďŽƐŽŵĂůŽĐĐƵƉĂŶĐǇĂŌĞƌϯŚŽĨƐƚƌĞƐƐƚŚĂƚǁĞƌĞĐŽŵŵŽŶůǇ
ŝĚĞŶƟĮĞĚŝŶďŽƚŚŐĞŶŽƚǇƉĞƐ͕ĂƌĞĞŶƌŝĐŚĞĚĨŽƌŐĞŶĞƐŽĨƚŚĞŇĂǀŽŶŽŝĚĂŶĚůŝŐŶŝŶďŝŽƐǇŶƚŚĞƟĐƉĂƚŚǁĂǇƐ͘
This implies that cat2-2ƉůĂŶƚƐĂůƐŽƉƌŽĚƵĐĞĞŶǌǇŵĞƐŝŵƉůŝĐĂƚĞĚŝŶŇĂǀŽŶŽŝĚďŝŽƐǇŶƚŚĞƐŝƐĂŌĞƌϯŚŽĨ
ŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͘ŶŽǀĞƌǀŝĞǁŽĨŇĂǀŽŶŽŝĚďŝŽƐǇŶƚŚĞƐŝƐŝƐŐŝǀĞŶǁŝƚŚĞĂĐŚƉĂŶĞůƌĞƉƌĞƐĞŶƟŶŐĂĚŝīĞƌĞŶƚ
ůĞǀĞů͖ĞŝƚŚĞƌĨŽůĚĐŚĂŶŐĞƐŽĨŵZEƌĞĂĚƐ͕ƌŝďŽƐŽŵĂůĨŽŽƚƉƌŝŶƚƌĞĂĚƐŽƌƉƌŽƚĞŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞƐĂŌĞƌϯŚŽĨ
ŚŝŐŚůŝŐŚƚĞǆƉŽƐƵƌĞĐŽŵƉĂƌĞĚƚŽϬŚ;&ŝŐƵƌĞϭϮͿ͘
&ŝŐƵƌĞϭϮ͘&ůĂǀŽŶŽŝĚďŝŽƐǇŶƚŚĞƐŝƐƉĂƚŚǁĂǇ͗ĨƌŽŵƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƚŽƉƌŽƚĞŝŶ  
Schematic overview of the flavonoid biosynthesis steps showing normalized log2 fold changes (3 h compared to 0 h) of 
ƚŚĞ ŝĚĞŶƟĮĞĚŐĞŶĞƐŽƌƉƌŽƚĞŝŶƐ;ƐƋƵĂƌĞƐͿ͘dƌĂŶƐĐƌŝƉƚ ůĞǀĞůƐǁŝƚŚƚŚĞĨŽůĚĐŚĂŶŐĞƐŽĨŵZEƌĞĂĚƐĂƌĞĚĞƉŝĐƚĞĚ ŝŶĂǇĞůůŽǁͲ
ďůƵĞƐĐĂůĞ͕ŐƌĞĞŶͲƌĞĚƐĐĂůŝŶŐŝƐƵƐĞĚƚŽƌĞƉƌĞƐĞŶƚƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůƌĞŐƵůĂƟŽŶǀŝĂƚŚĞƌŝďŽƐŽŵĂůĨŽŽƚƉƌŝŶƚƌĞĂĚƐ͘ďƵŶĚĂŶĐĞƐŽĨ
ŝĚĞŶƟĮĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐĂƌĞƐŚŽǁŶďĞůŽǁ;ŐƌĞĞŶͲďůƵĞͿ͘&3H protein abundances are higher in wild-type plants while this is the case 
ĨŽƌϱŝŶĐĂƚϮͲϮƉůĂŶƚƐ͘ /ŶǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐ͕ĂƐƚƌŽŶŐĞƌ ŝŶĐƌĞĂƐĞŝŶƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐŽĨ&3,͕&ǭ3H and CHI was already observed.
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E>z^/^K&d,Ky/d/s^dZ^^Z^WKE^/E͘d,>/E
ƐƐƵĐŚ͕ŐĞŶŽƚǇƉŝĐĚŝīĞƌĞŶĐĞƐĂŶĚĚŝīĞƌĞŶƟĂůƌĞŐƵůĂƟŽŶǁŝƚŚŝŶŽŶĞŐĞŶŽƚǇƉĞĐĂŶďĞĞĂƐŝůǇƚƌĂĐŬĞĚĂŶĚ
ĐŽŵƉĂƌĞĚ͘/ŶǁŝůĚͲƚǇƉĞůĞĂǀĞƐ͕ĂƐƚƌŽŶŐĞƌƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůƵƉͲƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨŇĂǀŽŶŽŝĚďŝŽƐǇŶƚŚĞƐŝƐŐĞŶĞƐ͕
ƐƵĐŚĂƐĐŚĂůĐŽŶĞŝƐŽŵĞƌĂƐĞ;,/Ϳ͕ŇĂǀĂŶŽŶĞͲϯͲŚǇĚƌŽǆǇůĂƐĞ;&3,ͿĂŶĚŇĂǀŽŶŽŝĚϯǭͲŵŽŶŽŽǆǇŐĞŶĂƐĞ;&ǭ3,Ϳ
ŝƐĂƉƉĂƌĞŶƚ;ĚĂƌŬďůƵĞͿ͕ǁŚĞƌĞĂƐ ŝŶcat2-2 ƚŚĞĐŝŶŶĂŵŽǇůͲŽƌĞĚƵĐƚĂƐĞ;ͿŐĞŶĞƐŚĂǀĞĂŚŝŐŚĞƌ
ƌŝďŽƐŽŵĂůŽĐĐƵƉĂŶĐǇ;ĚĂƌŬƌĞĚͿ͘dŚŝƐůĞĂĚƐƚŽĂŚŝŐŚĞƌƉƌŽƚĞŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞŽĨ&3,ŝŶǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐĂŶĚ
ϱŝŶ cat2-2ƉůĂŶƚƐƉŽƐƐŝďůǇĚƌŝǀŝŶŐǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐŝŶƚŽŇĂǀŽŶŽŝĚƉƌŽĚƵĐƟŽŶǁŚŝůĞcat2-2 might be 
ƐƚĞĞƌĞĚŵŽƌĞƚŽůŝŐŶŝŶďŝŽƐǇŶƚŚĞƐŝƐ;&ŝŐƵƌĞϭϮͿ͘
dŚĞĚĞƚĂŝůƐŽĨƚŚĞůŝŐŶŝŶƉĂƚŚǁĂǇƌĞǀĞĂůĞĚŵŝŶŽƌ͕ ǇĞƚŝŵƉŽƌƚĂŶƚĚŝīĞƌĞŶĐĞƐďĞƚǁĞĞŶďŽƚŚŐĞŶŽƚǇƉĞƐ͘
ƐƚƌŽŶŐĞƌƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůƵƉͲƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨƐŽŵĞŐĞŶĞƐŝŶcat2-2ƉůĂŶƚƐ͕ ŝ͘Ğ͘ϱĂŶĚϴ͕ĂůƐŽ
ƌĞƐƵůƚĞĚŝŶĂŚŝŐŚĞƌϱĂďƵŶĚĂŶĐĞĂŌĞƌϯŚŽĨŚŝŐŚůŝŐŚƚƐƚƌĞƐƐ;&ŝŐƵƌĞϭϯͿ͘DĞƚĂďŽůŝƚĞƉƌŽĮůŝŶŐŽĨďŽƚŚ
ŐĞŶŽƚǇƉĞƐ͕ĞǆƉŽƐĞĚƚŽŝĚĞŶƟĐĂůƐƚƌĞƐƐĐŽŶĚŝƟŽŶƐ͕ƐŚŽǁĞĚĂƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚĚŝīĞƌĞŶĐĞŽĨϱͲŚǇĚƌŽǆǇĨĞƌƵůŝĐ
ďĞƚǁĞĞŶǁŝůĚͲƚǇƉĞĂŶĚcat2-2ƉůĂŶƚƐĂŌĞƌϮŚŽĨŚŝŐŚůŝŐŚƚĞǆƉŽƐƵƌĞ;^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂů&ŝŐƵƌĞ^ϱͿ͘dŚĞŚŝŐŚĞƌ
levels of this lignin intermediate in cat2-2ĐŽƵůĚďĞĂƌĞĂƐŽŶǁŚǇǁĞŽďƐĞƌǀĞŚŝŐŚĞƌĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶƚŽ
ĚĞƚŽǆŝĨǇƐƵĐŚĂĐĐƵŵƵůĂƚĞĚŝŶƚĞƌŵĞĚŝĂƚĞƐƚŚĂƚďĞĐŽŵĞƚŽǆŝĐĨŽƌƚŚĞĐĞůů͘,ĞŶĐĞ͕ŵŝŶŽƌĚŝīĞƌĞŶĐĞƐ ŝŶ
ƌĞŐƵůĂƟŽŶĐĂŶŚĂǀĞĂƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚŝŵƉĂĐƚŽŶƚŚĞĮŶĂůŽƵƚĐŽŵĞ͘
&ŝŐƵƌĞϭϯ͘>ŝŐŶŝŶďŝŽƐǇŶƚŚĞƐŝƐƉĂƚŚǁĂǇ
>ŝŐŶŝŶďŝŽƐǇŶƚŚĞƐŝƐĐŽŵƉĂƌĞĚĂƚƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶ;ůĞŌďŽǆĞƐ͖ǇĞůůŽǁͲďůƵĞƐĐĂůŝŶŐͿ͕ƚƌĂŶƐůĂƟŽŶ;ŵŝĚĚůĞďŽǆĞƐ͖ŐƌĞĞŶͲƌĞĚƐĐĂůŝŶŐͿĂŶĚ
ƉƌŽƚĞŝŶůĞǀĞů;ƌŝŐŚƚďŽǆĞƐ͖ŐƌĞĞŶͲƌĞĚƐĐĂůŝŶŐͿ͘ǀĞƌǇƐƋƵĂƌĞƌĞƉƌĞƐĞŶƚƐĂŶŝĚĞŶƟĮĞĚŐĞŶĞŽƌƉƌŽƚĞŝŶĂŶĚŝƐĐŽůŽƌĞĚĂĐĐŽƌĚŝŶŐƚŽŝƚƐ
ŶŽƌŵĂůŝǌĞĚůŽŐϮĨŽůĚĐŚĂŶŐĞ;ϯŚĐŽŵƉĂƌĞĚƚŽϬŚͿ͘ƐƚƌŽŶŐĞƌƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůƵƉͲƌĞŐƵůĂƟŽŶϱĂŶĚϴŝŶĐĂƚϮͲϮƉůĂŶƚƐ͕ĂůƐŽ
ƌĞƐƵůƚĞĚŝŶĂŚŝŐŚĞƌϱĂďƵŶĚĂŶĐĞĂŌĞƌϯŚŽĨŚŝŐŚůŝŐŚƚƐƚƌĞƐƐ͘
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Chapter 4
:ďŝŽƐǇŶƚŚĞƐŝƐ ŝƐĂŶĞǆĂŵƉůĞǁŚĞƌĞƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůƌĞŐƵůĂƟŽŶĞǆĞƌƚƐĐŽŶƚƌŽůŽǀĞƌƉƌŽƚĞŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞƐ
;&ŝŐƵƌĞϭϰͿ͘dŚĞƌĞĚƵĐƟŽŶŽĨϭϮͲŽǆŽͲƉŚǇƚŽĚŝĞŶŽŝĐĂĐŝĚ;KWͿŽĐĐƵƌƐ ŝŶƚŚĞƉĞƌŽǆŝƐŽŵĞƐƉƌŽǀŝĚŝŶŐĂ
ƉŽƐƐŝďůĞ ůŝŶŬƚŽƚŚĞƉŚŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƚŽƌǇďƵƌƐƚŽĨŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞ͘dŚŝƐƌĞĂĐƟŽŶŝƐĐĂƚĂůǇǌĞĚďǇKW
ƌĞĚƵĐƚĂƐĞƐ ;KWZƐͿǁŚŽƐĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐƐŚŽǁĂƐƚĞĞƉĚĞĐƌĞĂƐĞ ŝŶ ƌŝďŽƐŽŵĂůŽĐĐƵƉĂŶĐǇ ŝŶǁŝůĚͲƚǇƉĞ
ƉůĂŶƚƐ͕ƌĞƐƵůƚŝŶŐ ŝŶ ůĂƌŐĞůǇƵŶĐŚĂŶŐĞĚƐƚĞĂĚǇͲƐƚĂƚĞƉƌŽƚĞŝŶ ůĞǀĞůƐƵƉŽŶŽǆŝĚĂƚŝǀĞƐƚƌĞƐƐĞǆƉŽƐƵƌĞĂƚ
ƚŚĞƟŵĞƉŽŝŶƚĂŶĂůǇƐĞĚ͕ĂĮŶĚŝŶŐŝŶĐŽŶƚƌĂƐƚǁŝƚŚƌĂŝƐĞĚĂďƵŶĚĂŶĐĞůĞǀĞůƐŝŶcat2-2ƉůĂŶƚƐ͘dŚĞKWZϭ
ŐĞŶĞ;dϭ'ϳϲϲϴϬͿĐĂŶĂůƐŽĐůĞĂƌůǇďĞĚŝƐƚŝŶŐƵŝƐŚĞĚ ŝŶƚŚĞĐŽƌƌĞůĂƚŝŽŶƉůŽƚƐŽĨƉƌŽƚĞŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞƐ
ĂŶĚ ƌŝďŽƐŽŵĂů ĨŽŽƚƉƌŝŶƚ ƌĞĂĚƐ ;&ŝŐƵƌĞϱ&ͿŽƌŵZE ƌĞĂĚƐ ;^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂů &ŝŐ͘ ^ϯͿ ĂƐ ŝŶĚŝĐĂƚĞĚ͘
&ŝŐƵƌĞϭϰ͘:ĂƐŵŽŶĂƚĞďŝŽƐǇŶƚŚĞƐŝƐĂīĞĐƚĞĚďǇƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůĐŽŶƚƌŽů
KǀĞƌǀŝĞǁŽĨƚŚĞ ũĂƐŵŽŶĂƚĞďŝŽƐǇŶƚŚĞƐŝƐƉĂƚŚǁĂǇǁŚĞƌĞƚŚĞKWƌĞĚƵĐƚĂƐĞƐ;KWZͿƐŚŽǁĂƐĞǀĞƌĞĚĞĐƌĞĂƐĞ ŝŶƌŝďŽƐŽŵĂů
ŽĐĐƵƉĂŶĐǇŽĨƚŚĞŝƌƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐ ŝŶǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐ;ŐƌĞĞŶŵŝĚĚůĞďŽǆĞƐͿ͘dŚŝƐƌĞƐƵůƚƐ ŝŶƵŶĐŚĂŶŐĞĚƉƌŽƚĞŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞƐĂŌĞƌ
ŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͕ǁŚŝůĞŝŶĐĂƚϮͲϮƉůĂŶƚƐŝŶĐƌĞĂƐĞĚĂďƵŶĚĂŶĐĞůĞǀĞůƐĂƌĞĂƉƉĂƌĞŶƚ;ďůƵĞƌŝŐŚƚďŽǆĞƐͿ͘ 
ŽŶƐŝĚĞƌŝŶŐŽƵƌŚŝŐŚůŝŐŚƚƐĞƚͲƵƉƚŽŝŶĚƵĐĞŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͕ƚŽŐĞƚŚĞƌǁŝƚŚƚŚĞƵƐĞŽĨĐĂƚĂůĂƐĞŬŶŽĐŬͲŽƵƚ
ƉůĂŶƚƐ͕ Ă ŐůŽďĂů ůŽŽŬĂƚďŽƚŚƉŚŽƚŽƐǇŶƚŚĞƐŝƐ ĂŶĚƉŚŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƚŝŽŶǁĂƐƉĞƌĨŽƌŵĞĚ ;&ŝŐƵƌĞϭϱͿ͘
dƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶŝƐĮƌŵůǇĚŽǁŶͲƌĞŐƵůĂƚĞĚŝŶcat2-2ƉůĂŶƚƐ͕ĞƐƉĞĐŝĂůůǇĨŽƌŐĞŶĞƐŝŶǀŽůǀĞĚŝŶƚŚĞůŝŐŚƚƌĞĂĐƟŽŶƐ
ŽĨƚŚĞĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚ͘dƌĂŶƐůĂƟŽŶŚŽǁĞǀĞƌ͕ ƐĞĞŵƐƚŽďĞŝŶĐŽŶĐŽƌĚĂŶĐĞǁŝƚŚƚŚĞƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůƌĞŐƵůĂƟŽŶŝŶ
ǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐǁŝƚŚƚŚĞĞǆĐĞƉƟŽŶŽĨƌƵďŝƐĐŽĂŶĚŐůǇĐŽůĂƚĞŽǆŝĚĂƐĞ;'KͿ͘EŽƚŽŶůǇĂƌĞƚŚĞƐĞŐĞŶĞƐŝŶ
cat2-2ƉůĂŶƚƐůĞƐƐƚƌĂŶƐĐƌŝďĞĚ͕ƚŚĞŝƌƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐĂƌĞĂůƐŽůĞƐƐƚƌĂŶƐůĂƚĞĚĚƵƌŝŶŐŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͘dŚŝƐŵŝŐŚƚďĞ
ĂƐƚƌĂƚĞŐǇƚŽĐŝƌĐƵŵǀĞŶƚĂŶĂĚĚŝƟŽŶĂůĂĐĐƵŵƵůĂƟŽŶŽĨŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞ͕ƐŝŶĐĞƚŚĞŽǆŝĚĂƟŽŶŽĨŐůǇĐŽůĂƚĞ
ƚŽŐůǇŽǆǇůĂƚĞďǇ'KƌĞƉƌĞƐĞŶƚƐƚŚĞŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞƉƌŽĚƵĐŝŶŐƐƚĞƉ͘dŚĞƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůƵƉͲƌĞŐƵůĂƟŽŶ
ŽĨ ƚŚĞĐŽŶĐŽŵŝƚĂŶƚĞŶǌǇŵĞƐƚŽŵĞƚĂďŽůŝǌĞŐůǇŽǆǇůĂƚĞƌĞƐƵůƚƐ ŝŶ ŝŶĐƌĞĂƐĞĚŐůǇŽǆǇůĂƚĞƚƌĂŶƐĂŵŝŶĂƐĞ
ƉƌŽƚĞŝŶůĞǀĞůƐĨŽƌďŽƚŚŐĞŶŽƚǇƉĞƐĂŶĚĐŽƵůĚƐƚĞĞƌƚŚŝƐĐĂƌďŽŶƐŽƵƌĐĞďĂĐŬƚŽƚŚĞĂůǀŝŶͲĐǇĐůĞ;&ŝŐƵƌĞϭϱͿ͘
WT ĐĂƚϮͲϮ
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&ŝŐƵƌĞϭϱ͘KǀĞƌǀŝĞǁŽĨƉŚŽƚŽƐǇŶƚŚĞƐŝƐ͕ƉŚŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƟŽŶĂŶĚĂůǀŝŶĐǇĐůĞ  
Normalized log2ĨŽůĚĐŚĂŶŐĞƐ;ϯŚĐŽŵƉĂƌĞĚƚŽϬŚͿŽĨŵZE͕ƌŝďŽƐŽŵĞĨŽŽƚƉƌŝŶƚƌĞĂĚƐĂŶĚƉƌŽƚĞŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞůĞǀĞůƐĂƌĞƐŚŽǁŶ͘
dƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶ;ƵƉƉĞƌƉĂŶĞůͿŝƐůĂƌŐĞůǇĂīĞĐƚĞĚ͕ĞƐƉĞĐŝĂůůǇŝŶĐĂƚϮͲϮƉůĂŶƚƐǁŝƚŚĂƐƚƌŽŶŐĚŽǁŶͲƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐŝŶǀŽůǀĞĚŝŶƚŚĞ
ůŝŐŚƚƌĞĂĐƟŽŶƐŽĨƚŚĞĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚ;ǇĞůůŽǁƐƋƵĂƌĞƐͿ͘ŽƚŚŐĞŶŽƚǇƉĞƐŚĂǀĞŚŝŐŚĞƌŐůǇŽǆǇůĂƚĞƚƌĂŶƐĂŵŝŶĂƐĞƉƌŽƚĞŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞƐ;ůŽǁĞƌ
ƉĂŶĞůͿ͘dŚŝƐŝƐŝŶĂĐĐŽƌĚĂŶĐĞǁŝƚŚƚŚĞƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůƵƉͲƌĞŐƵůĂƟŽŶ;ŵŝĚĚůĞƉĂŶĞůͿŽĨƚŚĞĐŽŶĐŽŵŝƚĂŶƚĞŶǌǇŵĞƐƚŽŵĞƚĂďŽůŝǌĞŐůǇŽǆǇůĂƚĞ͘
n
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dŚĞƐĞƌĞƐƵůƚƐĞŵƉŚĂƐŝǌĞƚŚĞďĞŶĞĨŝƚƐŽĨĐŽŵďŝŶŝŶŐŵƵůƚŝƉůĞƚĞĐŚŶŝƋƵĞƐƚŚĂƚƐƚƵĚǇĚŝĨĨĞƌĞŶƚ ůĞǀĞůƐ
ŽĨ ƌĞŐƵůĂƚŝŽŶ͘dŚŝƐǁĂǇ͕ ƚŚĞŵŽƐƚĐŽŵƉƌĞŚĞŶƐŝǀĞŽǀĞƌǀŝĞǁŽĨŽŶŐŽŝŶŐĐĞůůƵůĂƌƉƌŽĐĞƐƐĞƐĐĂŶďĞ
ŽďƚĂŝŶĞĚǁŚĞƌĞďŽƚŚŵĂũŽƌĂŶĚŵŝŶŽƌĐŚĂŶŐĞƐĐĂŶďĞĚĞƚĞĐƚĞĚ͘   
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tĞŚĂǀĞƉĞƌĨŽƌŵĞĚĂƐǇƐƚĞŵƐͲůĞǀĞůƐƚƵĚǇƚŽĂŶĂůǇǌĞƚŚĞĐŽŶƐĞƋƵĞŶĐĞƐŽĨZK^ͲƉƌŽǀŽŬĞĚƉƌŽƚĞŽŵĞĐŚĂŶŐĞƐ
ŝŶůĞĂĨƟƐƐƵĞ͕ŵĞĂƐƵƌĞĚǀŝĂĂƋƵĂŶƟƚĂƟǀĞ>ͲD^ͬD^ĂƉƉƌŽĂĐŚ͘ĐŽŵďŝŶĂƟŽŶŽĨĂŐĞŶĞƟĐƉĞƌƚƵƌďĂƟŽŶ͕
ĐĂƚĂůĂƐĞϮŬŶŽĐŬͲŽƵƚƉůĂŶƚƐ;cat2-2Ϳ͕ĂŶĚĂŶĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚĂůƉĞƌƚƵƌďĂƟŽŶ͕ŚŝŐŚůŝŐŚƚ͕ĞŶĂďůĞĚƵƐƚŽĚŝƐƐĞĐƚ
ƉƌŽƚĞŝŶĚǇŶĂŵŝĐƐŝŶƌĞƐƉŽŶƐĞƚŽƉĞƌƚƵƌďĞĚŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞŚŽŵĞŽƐƚĂƐŝƐ͘DŽůĞĐƵůĂƌƉŚĞŶŽƚǇƉŝŶŐŽĨcat2-2 
ƉůĂŶƚƐƌĞǀĞĂůĞĚdϮĂƐƚŚĞŽŶůǇƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚĚŝīĞƌĞŶƚƉƌŽƚĞŝŶĐŽŵƉĂƌĞĚƚŽǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐďĞĨŽƌĞƚŚĞŽŶƐĞƚ
ŽĨƐƚƌĞƐƐƚƌĞĂƚŵĞŶƚ͘dŽŐĞƚŚĞƌǁŝƚŚƚŚĞŽĐĐƵƌƌŝŶŐĐĞůůĚĞĂƚŚůĞƐŝŽŶƐŝŶcat2-2ƉůĂŶƚƐƵƉŽŶůŽŶŐĞƌĞǆƉŽƐƵƌĞ
ƚŽŚŝŐŚůŝŐŚƚ͕ĐŽŵƉĂƌĞĚƚŽƚŚĞĂĐĐƵŵƵůĂƚĞĚĂŶƚŚŽĐǇĂŶŝŶůĞǀĞůƐŝŶǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐ͕ƚŚĞƐĞĮŶĚŝŶŐƐĂƐĐĞƌƚĂŝŶ
cat2-2ƉůĂŶƚƐĂƐĂǀĂůƵĂďůĞŵŽĚĞůƐǇƐƚĞŵƚŽƐƚƵĚǇƚŚĞĞīĞĐƚƐŽĨĞŶŚĂŶĐĞĚŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞƉƌŽĚƵĐƟŽŶ͘
dŽĂŶĂůǇǌĞŽƵƌ ůĂƌŐĞƉƌŽƚĞŽŵĞĚĂƚĂƐĞƚƐ͕ǁĞŵĂĚĞƵƐĞŽĨ ƚŚĞDĂǆYƵĂŶƚ ƐŽĨƚǁĂƌĞƉĂĐŬĂŐĞ ΀Ϯϴ΁͕
ǁŚŝĐŚĂůůŽǁƐ ƚŽŵĂƚĐŚĚĂƚĂďĞƚǁĞĞŶ ƌƵŶƐĂŶĚ ƚŚĞƌĞďǇ ŝŶĐƌĞĂƐĞƐ ƚŚĞŶƵŵďĞƌŽĨ ŝĚĞŶƚŝĨŝĐĂƚŝŽŶƐ
ĂĐƌŽƐƐƌĞƉůŝĐĂƚĞĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚƐ͘KǀĞƌĂůů͕ŽƵƌǁŽƌŬĨůŽǁƌĞƐƵůƚĞĚ ŝŶĂƚŽƚĂůŽĨϯ͕ϯϮϳ ŝĚĞŶƚŝĨŝĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐ
ĨƌŽŵǁŚŝĐŚϵϭϮƉƌŽƚĞŝŶƐŚĂĚĂďƵŶĚĂŶĐĞǀĂůƵĞƐ ŝŶĂůů ƐĂŵƉůĞƐ͘dŚĞ ŝĚĞŶƚŝĨŝĐĂƚŝŽŶŽĨϱϰƉƌŽƚĞŝŶƐ
ǁŚŽƐĞ ůĞǀĞůƐĐŚĂŶŐĞĚƐŝŐŶŝĨŝĐĂŶƚůǇŽǀĞƌ ƚŝŵĞ ;&ŝŐƵƌĞϰͿ͕ ƌĞǀĞĂůĞĚŬŶŽǁŶĂŶĚŶĞǁƉůĂǇĞƌƐŽĨ ƚŚĞ
ZK^ ƐŝŐŶĂůŝŶŐŶĞƚǁŽƌŬ͘ůƚŚŽƵŐŚƉƌŽƚĞŽŵĞ ƐƚƵĚŝĞƐŽĨ ƚŚĞŽǆŝĚĂƚŝǀĞ ƐƚƌĞƐƐ ƌĞƐƉŽŶƐĞ ŝŶƉůĂŶƚƐ
ŚĂǀĞďĞĞŶƌĞƉŽƌƚĞĚƉƌĞǀŝŽƵƐůǇ ΀ϲϮͲϲϰ΁͕ ƚŚĞĐŽŶƐĞƋƵĞŶĐĞƐŽĨŶŽŶͲŝŶǀĂƐŝǀĞĂĐĐƵŵƵůĂƚĞĚŚǇĚƌŽŐĞŶ
ƉĞƌŽǆŝĚĞ ůĞǀĞůƐŽŶƚŚĞƉƌŽƚĞŽŵĞ ŝƐŚĞƌĞĚĞƐĐƌŝďĞĚ ĨŽƌ ƚŚĞ ĨŝƌƐƚ ƚŝŵĞ͘DŽƌĞŽǀĞƌ͕ ǁŝƚŚŽƵƌŐĞůͲĨƌĞĞ
ƉƌŽƚĞŽŵĞƉƌŽĨŝůŝŶŐ ƐƚƌĂƚĞŐǇ͕ǁĞĂůƐŽĞǆƉůŽƌĞĚ ƚŚĞĚǇŶĂŵŝĐƐŽĨ ƚŚĞƐĞZK^ͲƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞƉƌŽƚĞŝŶƐ͘
/ŶĂŶĞǆƚƉŚĂƐĞ͕ŽƵƌƉƌŽƚĞŽŵĞĚĂƚĂǁĞƌĞĐŽŵďŝŶĞĚǁŝƚŚŵZEͲƐĞƋĂŶĚƌŝďŽƐŽŵĞĨŽŽƚƉƌŝŶƟŶŐĚĂƚĂ͕
ĂůůŽǁŝŶŐƵƐ ƚŽĂƐƐĞƐƐ ƚŚĞ ŝŵƉŽƌƚĂŶĐĞŽĨ ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶĂůĂŶĚƉŽƐƚͲƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶĂů ƌĞŐƵůĂƚŝŽŶŽĨ ƚŚĞ
ƉůĂŶƚ͛Ɛ ƌĞƐƉŽŶƐĞ ƚŽĞůĞǀĂƚĞĚŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞ ůĞǀĞůƐ͘KŶůǇ ƚǁŽƌĞƉŽƌƚƐŽĨ ƌŝďŽƐŽŵĞƉƌŽĨŝůŝŶŐ ŝŶ
ƉůĂŶƚƐƉƌĞĐĞĚĞĚƚŚŝƐƐƚƵĚǇ΀Ϯϯ͕Ϯϰ΁ĂŶĚĂŶŶŽƵŶĐĞĚĂŶĞǁĞƌĂŽĨ ŝŶͲĚĞƉƚŚĂŶĂůǇƐŝƐŽĨ ƚƌĂŶƐůĂƚŝŽŶĂů
ƌĞŐƵůĂƟŽŶ͘,ŽǁĞǀĞƌ͕ ƚŚĞĐŽŵďŝŶĂƟŽŶǁŝƚŚƉƌŽƚĞŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞŵĞĂƐƵƌĞŵĞŶƚƐ ŝƐŶŽǀĞůĂŶĚƉƌŽǀŝĚĞĚ
ƵƐǁŝƚŚĂŵŽƌĞŚŽůŝƐƟĐǀŝĞǁŽĨƚŚĞĚǇŶĂŵŝĐ ŝŶƚĞƌƉůĂǇďĞƚǁĞĞŶƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶ͕ƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂŶĚƉƌŽƚĞŝŶ
ĂďƵŶĚĂŶĐĞ͘ŽŵƉĂƌŝŶŐƐƚĞĂĚǇͲƐƚĂƚĞƉƌŽƚĞŝŶůĞǀĞůƐǁŝƚŚƌŝďŽƐŽŵĂůŽĐĐƵƉĂŶĐǇŽĨƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐƌĞǀĞĂůĞĚĂ
ƉƌŽŵŝŶĞŶƚƌŽůĞĨŽƌĚĞŐƌĂĚĂƟŽŶ͖ƉƌŽƚĞŝŶƐǁŝƚŚĂƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚ ůŽǁĞƌĞĚĂďƵŶĚĂŶĐĞĂŌĞƌŚŝŐŚůŝŐŚƚƐƚƌĞƐƐ
ƐŚŽǁŶŽƌĞŐƵůĂƟŽŶĂƚƚŚĞůĞǀĞůŽĨƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶŶŽƌƚƌĂŶƐůĂƟŽŶ;&ŝŐƵƌĞϱ&Ϳ͘ /ŶĂĚĚŝƟŽŶ͕ ůĞǀĞůƐŽĨϮϲ^
ƉƌŽƚĞĂƐŽŵĞĐŽŵƉůĞǆĐŽŵƉŽŶĞŶƚƐ ƌĂŝƐĞĚĚƵƌŝŶŐƐƚƌĞƐƐ ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ͕ ŝŶĂĐĐŽƌĚĂŶĐĞǁŝƚŚ ƚŚĞŚŝŐŚĞƌ
ƚƌĂŶƐůĂƚŝŽŶĂůŽƵƚƉƵƚŽĨ ƚŚĞĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚŝŶŐƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐ͘ůƚŚŽƵŐŚƚŚĞƌĞŵŝŐŚƚďĞĂƉŽƐƐŝďůĞĚĞůĂǇƚŽ
ƉĞƌĐĞŝǀĞĚŝīĞƌĞŶĐĞƐĂƚƚŚĞƉƌŽƚĞŝŶůĞǀĞů͕ĂůƐŽƚŚĞůŝŵŝƚĞĚĚǇŶĂŵŝĐƌĂŶŐĞǁŚĞŶŵĞĂƐƵƌŝŶŐƐƚĞĂĚǇͲƐƚĂƚĞ
ƉƌŽƚĞŝŶůĞǀĞůƐŶĞĞĚƐƚŽďĞƚĂŬĞŶŝŶƚŽĂĐĐŽƵŶƚ͘tĞĐŽŶĐůƵĚĞƚŚĂƚƉƌŽƚĞŝŶĚĞŐƌĂĚĂƟŽŶŵŽƌĞĚƌĂƐƟĐĂůůǇ
ŝŵƉĂĐƚƐƉƌŽƚĞŝŶ ůĞǀĞůƐ͕ ůŝŬĞůǇ ƌĞƐƵůƚŝŶŐ ŝŶƚŽĂƐǁŝĨƚĂŶĚĐŽŽƌĚŝŶĂƚĞĚŵĂŶŶĞƌ ƚŽ ƌĞƐƉŽŶĚƚŽƐƚƌĞƐƐ͘
dŚĞƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨƚŚĞĐŽƌĞƐĞƚŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐǁŝƚŚĚŝīĞƌĞŶƟĂůƉƌŽƚĞŝŶůĞǀĞůƐĚƵƌŝŶŐƐƚƌĞƐƐŝƐƐƵŵŵĂƌŝǌĞĚŝŶ
&ŝŐƵƌĞϭϲ͘ǆĐĞƉƚĨŽƌƚŚĞƌŝďŽƐŽŵĂůƉƌŽƚĞŝŶĐůƵƐƚĞƌ͕ ƚŚĞƐƚĞĂĚǇͲƐƚĂƚĞƉƌŽƚĞŝŶůĞǀĞůƐĂƌĞďǇͲĂŶĚͲůĂƌŐĞŝŶ
ĂĐĐŽƌĚĂŶĐĞƚŽƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůĂŶĚƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůƌĞŐƵůĂƟŽŶ͘ůƚŚŽƵŐŚ͕ĂƐĚĞĚƵĐĞĚĨƌŽŵD^ŝŶƚĞŶƐŝƟĞƐ͕
7ϴ
Chapter 4
ƚŚĞĨŽůĚĐŚĂŶŐĞƐĂƚƉƌŽƚĞŝŶůĞǀĞůƐĂƌĞůĞƐƐƉƌŽŶŽƵŶĐĞĚ͘dŚŝƐůŝŵŝƚ ŝŶĚǇŶĂŵŝĐƌĂŶŐĞŵŝŐŚƚďĞƌĞŇĞĐƚĞĚ
ďĞĐĂƵƐĞƐƚĞĂĚǇͲƐƚĂƚĞůĞǀĞůƐĂƌĞŵĞĂƐƵƌĞĚ͕ǁŚĞƌĞƐŵĂůůĚŝīĞƌĞŶĐĞƐŝŶƌĂƟŽƐ͕Ğ͘Ő͘ĂĨŽůĚĐŚĂŶŐĞŽĨϭ͘Ϯ͕
ŵŝŐŚƚŚĂǀĞĂ ůĂƌŐĞ ŝŵƉĂĐƚ͕ƐŝŶĐĞƚŚĞƌĞ ŝƐϮϬйŵŽƌĞŽĨƚŚŝƐƉƌŽƚĞŝŶƉƌĞƐĞŶƚ͘dŚĞƌŝďŽƐŽŵĂůƉƌŽƚĞŝŶƐ
ƚŚĂƚĂƌĞƐŝŐŶŝĨŝĐĂŶƚůǇ ůŽǁĞƌĞĚ ŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞ ŝŶƚŚĞƉƌĞƐĞŶĐĞŽĨ ŝŶĐƌĞĂƐĞĚƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐĂŶĚĨŽŽƚƉƌŝŶƚ
ƌĞĂĚƐŽŶĐĞĂŐĂŝŶŚŝŐŚůŝŐŚƚƐĂƌŽůĞĨŽƌĂĐƟǀĞĚĞŐƌĂĚĂƟŽŶ;&ŝŐƵƌĞϭϲ͕ǇĞůůŽǁďŽǆͿ͘^ŝŵƵůƚĂŶĞŽƵƐůǇ͕ƚŚŝƐ
ƉŽŝŶƚƐƚŽǁĂƌĚƐĂŶŽƚŚĞƌƐƚƌĂƚĞŐǇŽĨĂĐĞůůƵůĂƌƐǇƐƚĞŵƚŽĐŽƉĞǁŝƚŚƐƚƌĞƐƐƚŚĂƚŚĂƐůŽŶŐďĞĞŶƐƉĞĐƵůĂƚĞĚ͕
ŶĂŵĞůǇĂŐĞŶĞƌĂůƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůƐŚƵƚĚŽǁŶƚŽĂǀŽŝĚƉƌŽƚĞŝŶŵŝƐĨŽůĚŝŶŐƵƉŽŶƐƚƌĞƐƐ΀ϴ͕ϰϳ΁͘ŶŽƚŚĞƌĐůƵƐƚĞƌ
ƐŚŽǁƐĂƐƚƌŽŶŐĚĞĐƌĞĂƐĞ ŝŶƌŝďŽƐŽŵĂůŽĐĐƵƉĂŶĐǇ ŝŶƚŚĞĂďƐĞŶĐĞŽĨŵZEĚĞĐƌĞĂƐĞ͕ƵŶĚĞƌůŝŶŝŶŐƚŚĞ
ŝŵƉŽƌƚĂŶĐĞŽĨƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůĐŽŶƚƌŽů;&ŝŐƵƌĞϭϲ͕ďůƵĞďŽǆͿ͘dĂŬĞŶƚŽŐĞƚŚĞƌ͕ ƚŚŝƐĞŵƉŚĂƐŝǌĞƐƚŚĞƐƚƌĞŶŐƚŚ
ŽĨĐŽŵďŝŶŝŶŐŵƵůƚŝƉůĞĂƉƉƌŽĂĐŚĞƐ͕ĞĂĐŚƚĂĐŬůŝŶŐĂĚŝĨĨĞƌĞŶƚ ƌĞŐƵůĂƚŽƌǇƐƚĞƉŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐǇŶƚŚĞƐŝƐ͘
&ŝŐƵƌĞϭϲ͘ŽƌĞŽĨĚŝīĞƌĞŶƟĂůƉƌŽƚĞŝŶƐĐŽŵƉĂƌĞĚƚŽƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚůĞǀĞůƐĂŶĚƌŝďŽƐŽŵĂůĨŽŽƚƉƌŝŶƚƌĞĂĚƐ  
Comparison of the 54 proteins with changing protein abundance during high light stress treatment. A heatmap of the normalized 
ůŽŐϮĨŽůĚĐŚĂŶŐĞƐ;ϯŚĐŽŵƉĂƌĞĚƚŽϬŚͿŽĨŵZE͕ƌŝďŽƐŽŵĞĨŽŽƚƉƌŝŶƚƌĞĂĚƐĂŶĚƉƌŽƚĞŝŶůĞǀĞůƐŝƐƐŚŽǁŶ͘WƌŽƚĞŝŶůĞǀĞůƐŚĂǀĞĂůŝŵŝƚĞĚ
ĚǇŶĂŵŝĐƌĂŶŐĞďƵƚŐĞŶĞƌĂůůǇĨŽůůŽǁƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůĂŶĚƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůƌĞŐƵůĂƟŽŶ͘ZŝďŽƐŽŵĂůƉƌŽƚĞŝŶƐĂƌĞĚĞŐƌĂĚĞĚ;ǇĞůůŽǁďŽǆͿ
ǁŚŝůĞŐĞŶĞƐŝŶƚŚĞďůƵĞďŽǆĂƌĞĚŽǁŶͲƌĞŐƵůĂƚĞĚĂƚƚŚĞůĞǀĞůŽĨƚƌĂŶƐůĂƟŽŶ;ĚĞĐƌĞĂƐĞĚƌŝďŽƐŽŵĂůŽĐĐƵƉĂŶĐǇͿĂŌĞƌƐƚƌĞƐƐƚƌĞĂƚŵĞŶƚ͘
ϳϵ
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ĐŽƌƌĞůĂƟŽŶďĞƚǁĞĞŶƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůĞĸĐŝĞŶĐǇĂŶĚƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚĂďƵŶĚĂŶĐĞĚƵƌŝŶŐƐƚƌĞƐƐ͘dŚŝƐŵŝŐŚƚƌĞŇĞĐƚ
ƚŚĞŽǀĞƌĂůůŝŶĐƌĞĂƐĞĚŝŶŚŝďŝƟŽŶŽĨƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂƐĐŽŵƉĂƌĞĚƚŽƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶ͘ƐĐĞůůƐǁŝůůƚƌǇƚŽĐŽƉĞǁŝƚŚ
ƚŚŝƐďǇŵĂŬŝŶŐŵŽƌĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐŽĨƐƉĞĐŝĮĐŐĞŶĞƐƚŽĂƐƐƵƌĞƚŚĞŝƌƚƌĂŶƐůĂƟŽŶ͘ƐĂĐŽŶƐĞƋƵĞŶĐĞ͕ŐĞŶĞƐ
ǁŝƚŚĨĞǁƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐǁŝůůŚĂǀĞĂŚŝŐŚĞƌƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůŽƵƚƉƵƚ͕ĐŽŵƉĂƌĞĚƚŽŚŝŐŚůǇƵƉͲƌĞŐƵůĂƚĞĚŐĞŶĞƐ͘^ŝŶĐĞ
ƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůƌĞŐƵůĂƟŽŶŽŶůǇƉĂƌƟĂůůǇĨŽůůŽǁƐƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůƌĞŐƵůĂƟŽŶ͕ŝƚ ŝƐƌĞĐŽŵŵĞŶĚĞĚƚŽĐŽŶƐŝĚĞƌ
ĂŶĚĐŽŵďŝŶĞďŽƚŚ ůĞǀĞůƐ͘&ƵƌƚŚĞƌ ŝŶƚĞŐƌĂƚŝŽŶŽĨƚŚĞƌŝďŽƐŽŵĞĨŽŽƚƉƌŝŶƚŝŶŐƐƚƌĂƚĞŐǇǁŝƚŚƉƌŽƚĞŽŵĞ
ĂƉƉƌŽĂĐŚĞƐǁŝůůďĞĐŽŵĞŝŶĐƌĞĂƐŝŶŐůǇŝŵƉŽƌƚĂŶƚƚŽĂŶĂůǇǌĞƚŚĞĐŽŶƐĞƋƵĞŶĐĞƐŽĨZK^ͲƉƌŽǀŽŬĞĚĐŚĂŶŐĞƐ͘
tĞŚĞƌĞĞǆĂŵŝŶĞĚŚŽǁƉůĂŶƚĐĞůůƐŐůŽďĂůůǇĐŽƉĞǁŝƚŚŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐďǇĞǆƉůŽƌŝŶŐƐƵĐŚĂŶŝŶƚĞŐƌĂƟǀĞ
ŝŶͲĚĞƉƚŚĂŶĚƐǇƐƚĞŵͲůĞǀĞůĂŶĂůǇƐĞƐ͕ƚŚĞƌĞďǇĐƌĞĂƟŶŐĂŵƵůƟͲĂŶŐůĞǀŝĞǁŽŶƚŚĞZK^ͲŶĞƚǁŽƌŬ͘
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WůĂŶƚŵĂƚĞƌŝĂů͕ŐƌŽǁƚŚĐŽŶĚŝƟŽŶƐ͕ƐƚƌĞƐƐƚƌĞĂƚŵĞŶƚƐ
ĂƚĂůĂƐĞŬŶŽĐŬͲŽƵƚ;cat2-2ͿĂŶĚǁŝůĚͲƚǇƉĞ;tdͿArabidopsis thalianaƉůĂŶƚƐ͕ĞĐŽƚǇƉĞŽůƵŵďŝĂͲϬ;ŽůͲϬͿ͕
ǁĞƌĞŐƌŽǁŶƵŶĚĞƌĞůĞǀĂƚĞĚKϮĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶƐ;ϯ͕ϬϬϬƉƉŵͿƚŽŝŵƉĂŝƌƉŚŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƟŽŶ͘/ŶĚŝǀŝĚƵĂůƉůĂŶƚƐ
ǁĞƌĞŽƌŐĂŶŝǌĞĚĂĐĐŽƌĚŝŶŐƚŽĂĐŽŵƉůĞƚĞůǇƌĂŶĚŽŵŝǌĞĚďůŽĐŬĚĞƐŝŐŶ ŝŶĂĐŽŶƚƌŽůůĞĚĐůŝŵĂƚĞĐŚĂŵďĞƌ
;sƂƚƐĐŚ/ŶĚƵƐƚƌŝĞƚĞĐŚŶŝŬͿŝŶĂϭϮ͗ϭϮĚĂǇͬŶŝŐŚƚƌĞŐŝŵĞ;ƌĞůĂƟǀĞŚƵŵŝĚŝƚǇŽĨϱϬй͕ϮϭΣĂŶĚĂŶŝƌƌĂĚŝĂŶĐĞŽĨ
ϭϬϬђŵŽůŵͲϮƐͲϭͿ͘&ŽƌŚŝŐŚůŝŐŚƚƚƌĞĂƚŵĞŶƚƐ͕ϱǁĞĞŬƐŽůĚƉůĂŶƚƐǁĞƌĞƚƌĂŶƐĨĞƌƌĞĚƚŽĂ^ ĂŶǇŽ&ŝƚŽƚƌŽŶƉůĂŶƚ
ŐƌŽǁƚŚĐŚĂŵďĞƌŝŶĂŵďŝĞŶƚĂŝƌĐŽŶĚŝƟŽŶƐ;ϰϬϬƉƉŵKϮ͕ƌĞůĂƟǀĞŚƵŵŝĚŝƚǇŽĨϱϱй͕ϮϭΣͿĂŶĚĐŽŶƟŶƵŽƵƐ
,>ŝƌƌĂĚŝĂƟŽŶŽĨϭ͕ϮϬϬђŵŽůŵͲϮs-ϭĨŽƌŽŶĞ͕ƚǁŽŽƌƚŚƌĞĞŚŽƵƌƐ͘DŝĚĚůĞĂŐĞĚůĞĂǀĞƐŽĨϭϱŝŶĚŝǀŝĚƵĂůƉůĂŶƚƐ
ƉĞƌůŝŶĞǁĞƌĞƐĂŵƉůĞĚ͕ƉŽŽůĞĚĂŶĚĨƌŽǌĞŶŝŶůŝƋƵŝĚŶŝƚƌŽŐĞŶ͘dŚŝƐĞŶƟƌĞƐĞƚͲƵƉǁĂƐƌĞƉĞĂƚĞĚƚǁŝĐĞƚŽ
ŽďƚĂŝŶƚŚƌĞĞďŝŽůŽŐŝĐĂůƌĞƉĞĂƚƐŽĨĞĂĐŚƟŵĞͲƉŽŝŶƚĂŶĂůǇƐĞĚƉĞƌŐĞŶŽƚǇƉĞ͘
>ĂďĞůŝŶŐĂŶĚƐŚŽƚŐƵŶƉƌŽƚĞŽŵĞƐĞƚͲƵƉ
WƌŽƚĞŝŶƐǁĞƌĞĞǆƚƌĂĐƚĞĚĨƌŽŵϭŐŽĨŐƌŝŶĚĞĚƟƐƐƵĞďǇĂĚĚŝŶŐϭŵůŽĨϮϱϬŵDdƌŝƐͲ,ůďƵīĞƌ;Ɖ,ϳ͘ϰͿ
ĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐϭϱϬŵDEĂů͕ϮŵDd͕ϭйϯͲ΀;ϯͲĐŚŽůĂŵŝĚŽƉƌŽƉǇůͿĚŝŵĞƚŚǇůĂŵŵŽŶŝŽ΁ͲϭͲƉƌŽƉĂŶĞƐƵůĨŽŶĂƚĞ
;,W^ͿĂŶĚƚŚĞĂƉƉƌŽƉƌŝĂƚĞĂŵŽƵŶƚŽĨ ƚŚĞŽŵƉůĞƚĞWƌŽƚĞĂƐĞ /ŶŚŝďŝƚŽƌĐŽĐŬƚĂŝů ;ZŽĐŚĞ͕ƉƉůŝĞĚ
^ĐŝĞŶĐĞͿ͘ŌĞƌĐĞŶƚƌŝĨƵŐĂƟŽŶĂƚϭϲ͕ϭϬϬǆŐĨŽƌϭϬŵŝŶƚǁŝĐĞ͕ƉƌŽƚĞŝŶĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶƐǁĞƌĞŵĞĂƐƵƌĞĚƵƐŝŶŐ
ƚŚĞƌĂĚĨŽƌĚĂƐƐĂǇ͘^ ĂŵƉůĞƐǁĞƌĞƐƵďƐĞƋƵĞŶƚůǇĚĞƐĂůƚĞĚŽŶĂEWdDͲϭϬĐŽůƵŵŶ;ŵĞƌƐŚĂŵŝŽƐĐŝĞŶĐĞƐͿ
ŝŶϭ͘ϱŵůŽĨϱϬŵDƚƌŝĞƚŚǇůĂŵŵŽŶŝƵŵďŝĐĂƌďŽŶĂƚĞ;dͿďƵīĞƌ;Ɖ,ϴͿ͘ŌĞƌŵĞĂƐƵƌŝŶŐĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶƐ
ĂŐĂŝŶƵƐŝŶŐƚŚĞƌĂĚĨŽƌĚĂƐƐĂǇ͕ ƚŚĞĂƉƉƌŽƉƌŝĂƚĞǀŽůƵŵĞƐŽĨdďƵīĞƌǁĂƐĂĚĚĞĚƚŽŽďƚĂŝŶϳϬϬʅŐƉĞƌ
ƐĂŵƉůĞŝŶĂŶĞƋƵĂůǀŽůƵŵĞŽĨďƵīĞƌ;ϳϯϲʅůͿ͘ƌĞĨĞƌĞŶĐĞƉŽŽůǁĂƐĐƌĞĂƚĞĚďǇĐŽŵďŝŶŝŶŐĂŶĂĚĚŝƟŽŶĂů
ϳϬϬʅŐŽĨƉƌŽƚĞŝŶĨƌŽŵƚŚĞĞŝŐŚƚƐĂŵƉůĞƐ͖ǁŝůĚͲƚǇƉĞĂŶĚcat2-2͕ĞĂĐŚƐĂŵƉůĞĚĂƚĨŽƵƌƟŵĞƉŽŝŶƚƐ͘WƌŝŽƌƚŽ
ĚŝŐĞƐƟŽŶ͕ƐĂŵƉůĞƐǁĞƌĞŚĞĂƚĞĚĨŽƌϭϬŵŝŶĂƚϵϱΣĂŶĚĐŽŽůĞĚŽŶŝĐĞ͘^ĞƋƵĞŶĐŝŶŐͲŐƌĂĚĞĞŶĚŽƉƌŽƚĞŝŶĂƐĞ
>ǇƐͲ;WƌŽŵĞŐĂͿǁĂƐĂĚĚĞĚŝŶĂƌĂƟŽŽĨϭ͗ϯϳϬ;ĞŶǌǇŵĞ͗ƐƵďƐƚƌĂƚĞ͕ǁ͗ǁͿĂŶĚŝŶĐƵďĂƚĞĚŽǀĞƌŶŝŐŚƚĂƚϯϳΣ͘
EĞǆƚ͕ƉƌŝŵĂƌǇɲͲĂŶĚɸͲĂŵŝŶĞƐǁĞƌĞůĂďĞůĞĚƵƐŝŶŐEͲŚǇĚƌŽǆǇƐƵĐĐŝŶŝŵŝĚĞĞƐƚĞƌƐŽĨƐƚĂďůĞŝƐŽƚŽƉŝĐǀĂƌŝĂŶƚƐ
ŽĨƉƌŽƉŝŽŶĂƚĞ͘WĞƉƟĚĞƐŽƌŝŐŝŶĂƟŶŐĨƌŽŵƚŚĞƌĞĨĞƌĞŶĐĞƉŽŽůǁĞƌĞϭϯC3ͲƉƌŽƉŝŽŶĂƚĞĚ͕ǁŚĞƌĞĂƐƚŚĞŝŶĚŝǀŝĚƵĂů
ƐĂŵƉůĞƐǁĞƌĞůĂďĞůůĞĚǁŝƚŚϭϮC3ͲƉƌŽƉŝŽŶĂƚĞďǇƌĞƉĞĂƟŶŐƚǁŝĐĞƚŚĞŝŶĐƵďĂƟŽŶĨŽƌϰϱŵŝŶĂƚϯϬΣƚŽĂ
ϴϬ
Chapter 4
ĮŶĂůĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶŽĨϭϬŵDE,^ͲůĂďĞů͘ǆĐĞƐƐŽĨƌĞĂŐĞŶƚǁĂƐƌĞŵŽǀĞĚďǇƋƵĞŶĐŚŝŶŐƚŚĞƌĞŵĂŝŶŝŶŐ
EͲŚǇĚƌŽǆǇƐƵĐĐŝŶŝŵŝĚĞĞƐƚĞƌƐǁŝƚŚϰϬŵDŽĨŐůǇĐŝŶĞĨŽƌϭϱŵŝŶĂƚϮϱΣ͘ƐƵďƐĞƋƵĞŶƚŝŶĐƵďĂƟŽŶĨŽƌϭϱ
ŵŝŶĂƚϮϱΣǁŝƚŚĂĮŶĂůĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶŽĨϴϬŵDŚǇĚƌŽǆǇůĂŵŝŶĞƌĞǀĞƌƐĞĚƉĂƌƟĂůKͲƉƌŽƉŝŽŶǇůĂƟŽŶŽĨ
ƐĞƌŝŶĞ͕ƚŚƌĞŽŶŝŶĞĂŶĚƚǇƌŽƐŝŶĞ͘^ĂŵƉůĞƐǁĞƌĞĂĐŝĚŝĮĞĚƚŽĂƉ,ŽĨϯǁŝƚŚĂĐĞƟĐĂĐŝĚĂŶĚĂŌĞƌĂƐŚŽƌƚƐƉŝŶ͕
ƚŚĞƐƵƉĞƌŶĂƚĂŶƚŽĨĞĂĐŚƐĂŵƉůĞǁĂƐŵŝǆĞĚǁŝƚŚĂŶĞƋƵĂůĂŵŽƵŶƚŽĨƐƵƉĞƌŶĂƚĂŶƚĨƌŽŵƚŚĞƌĞĨĞƌĞŶĐĞ
ƉŽŽů͘&ŽƌƋƵĂŶƟĮĐĂƟŽŶƉƵƌƉŽƐĞƐ͕Ăϭ͗ϭƌĂƟŽŝƐŚŝŐŚůǇĚĞƐŝƌĞĚ͕ĂŶĚƚŚŝƐǁĂƐĐŚĞĐŬĞĚďǇĂŶD^ͲĂŶĂůǇƐŝƐŽŶ
ƚŚĞŵŝǆĞĚƐĂŵƉůĞŽŶƚŚĞ>dYKƌďŝƚƌĂƉy>;&ŝƐŚĞƌ^ĐŝĞŶƟĮĐͿĂŶĚŝĨŶĞĐĞƐƐĂƌǇ͕ ĐŽƌƌĞĐƟŽŶƐǁĞƌĞŵĂĚĞ͘dŚĞ
ŵŝǆĞĚƐĂŵƉůĞƐǁĞƌĞƐĞƉĂƌĂƚĞĚǀŝĂƌĞǀĞƌƐĞĚƉŚĂƐĞͲŚŝŐŚƉĞƌĨŽƌŵĂŶĐĞůŝƋƵŝĚĐŚƌŽŵĂƚŽŐƌĂƉŚǇ;ZWͲ,W>Ϳ
ŽŶƚŽĂϮ͘ϭŵŵŝŶƚĞƌŶĂůĚŝĂŵĞƚĞƌпϭϱϬŵŵϯϬϬ^ͲϭϴĐŽůƵŵŶ;ŽƌďĂǆΠ͕ŐŝůĞŶƚͿǁŝƚŚĂŶŐŝůĞŶƚϭϭϬϬ
^ĞƌŝĞƐ,W>ƐǇƐƚĞŵ͘sŝĂƚŚĞŝŶũĞĐƚŽƌƉƌŽŐƌĂŵ͕ŽǆŝĚĂƟŽŶŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐǁĂƐƉĞƌĨŽƌŵĞĚǁŝƚŚϬ͘ϯй;ǁͬǀͿ
,ϮKϮĚƵƌŝŶŐϯϬŵŝŶĂƚϯϬΣ͘&ŽůůŽǁŝŶŐĂϭϬŵŝŶǁĂƐŚǁŝƚŚ,W>ƐŽůǀĞŶƚ;ϭϬŵDĂŵŵŽŶŝƵŵĂĐĞƚĂƚĞ
ŝŶǁĂƚĞƌͬĂĐĞƚŽŶŝƚƌŝůĞ͕ϵϴͬϮ;ǀͬǀͿ͕ǁĂƚĞƌ;>ͲD^ŐƌĂĚĞ͕ŝŽƐŽůǀĞͿ͕ĂŶĚĂĐĞƚŽŶŝƚƌŝůĞ;,W>ŐƌĂĚĞ͕ĂŬĞƌͿͿ͕
ĂůŝŶĞĂƌŐƌĂĚŝĞŶƚƚŽϭϬϬйƐŽůǀĞŶƚ;ϭϬŵDĂŵŵŽŶŝƵŵĂĐĞƚĂƚĞŝŶǁĂƚĞƌͬĂĐĞƚŽŶŝƚƌŝůĞ͕ϯϬͬϳϬ;ǀͬǀͿͿǁĂƐ
ĂƉƉůŝĞĚŽǀĞƌϭϬϬŵŝŶ͘hƐŝŶŐŐŝůĞŶƚ Ɛ͛ĞůĞĐƚƌŽŶŝĐŇŽǁĐŽŶƚƌŽůůĞƌ͕ ĂĐŽŶƐƚĂŶƚŇŽǁŽĨϴϬʅůͬŵŝŶǁĂƐƵƐĞĚ͘
WĞƉƟĚĞƐĞůƵƟŶŐďĞƚǁĞĞŶϮϬĂŶĚϴϬŵŝŶǁĞƌĞĐŽůůĞĐƚĞĚŝŶĂϵϲͲǁĞůůƉůĂƚĞŝŶƐůŝĐĞƐŽĨϭŵŝŶ͕ƌĞƐƵůƟŶŐŝŶ
ϲϬĨƌĂĐƟŽŶƐƉĞƌŵŝǆĞĚƐĂŵƉůĞ;ŝ͘Ğ͕͘ƐĂŵƉůĞĚƟƐƐƵĞͬƌĞĨĞƌĞŶĐĞƉŽŽůͿ͘&ƌĂĐƟŽŶƐƐĞƉĂƌĂƚĞĚďǇϮϬŵŝŶǁĞƌĞ
ƉŽŽůĞĚĂŶĚǀĂĐƵƵŵĚƌŝĞĚ͘dŚŝƐƌĞƐƵůƚĞĚŝŶĂĮŶĂůŽĨϮϬƉŽŽůĞĚĨƌĂĐƟŽŶƐƉĞƌŵŝǆĞĚƐĂŵƉůĞƚŚĂƚĂĚĚƐƵƉ
ƚŽĂƚŽƚĂůŽĨϭϲϬƉŽŽůĞĚĨƌĂĐƟŽŶƐƉĞƌďŝŽůŽŐŝĐĂůƌĞƉĞĂƚ;tdĂŶĚcat2-2͕ĞĂĐŚǁŝƚŚϰƟŵĞƉŽŝŶƚƐͿ͘ĂĐŚ
ĨƌĂĐƟŽŶǁĂƐĚŝƐƐŽůǀĞĚŝŶϱϬʅůϮŵDƚƌŝƐ;ϮͲĐĂƌďŽǆǇĞƚŚǇůͿƉŚŽƐƉŚŝŶĞ;dWͿŝŶϮйĂĐĞƚŽŶŝƚƌŝůĞ͕ƚŽƌĞĚƵĐĞ
ĚŝƐƵůƉŚŝĚĞďƌŝĚŐĞƐƉƌŝŽƌƚŽ>ͲD^ͬD^ĂŶĂůǇƐŝƐ͘
>ͲD^ͬD^ĂŶĂůǇƐŝƐ
dŚĞŽďƚĂŝŶĞĚƉĞƉƟĚĞŵŝǆƚƵƌĞƐǁĞƌĞůŽĂĚĞĚŽŶƚŽĂŶhůƟŵĂƚĞϯϬϬϬŶĂŶŽͲ,W>ƐǇƐƚĞŵ;ŝŽŶĞǆͿŝŶͲůŝŶĞ
ĐŽŶŶĞĐƚĞĚƚŽĂ>dYKƌďŝƚƌĂƉy>;dŚĞƌŵŽ&ŝƐŚĞƌ^ĐŝĞŶƟĮĐͿĂƐĚĞƐĐƌŝďĞĚ;:ĂĐƋƵĞƐĞƚĂů͕͘ƐƵďŵŝƩĞĚͿ͘
tĞŵĂĚĞƵƐĞŽĨƚŚĞŶĚƌŽŵĞĚĂƐĞĂƌĐŚĞŶŐŝŶĞĐŽƵƉůĞĚƚŽDĂǆYƵĂŶƚ͘ůůĚĂƚĂǁĞƌĞƐĞĂƌĐŚĞĚĂŐĂŝŶƐƚ
ƚŚĞd/ZϭϬĚĂƚĂďĂƐĞ;ĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐϮϳ͕ϰϭϲƉƌŽƚĞŝŶͲĐŽĚŝŶŐŐĞŶĞƐͿ͘dŚĞƐĞĂƌĐŚĞƐĂƌĞŝĚĞŶƟĐĂůĂƐĚĞƐĐƌŝďĞĚ
ďĞĨŽƌĞ;:ĂĐƋƵĞƐĞƚĂů͕͘ƐƵďŵŝƩĞĚ͖ƐĞĞĐŚĂƉƚĞƌϱͿ͕ŝŶĐůƵĚŝŶŐƚŚĞƉĂƌĂŵĞƚĞƌŽƉƟŽŶƐ͘dŚĞŵĂŝŶĂĚĚŝƟŽŶŝŶ
DĂǆYƵĂŶƚŝƐƚŚĞƉŽƐƐŝďŝůŝƚǇƚŽŵĂƚĐŚĚĂƚĂďĞƚǁĞĞŶƌƵŶƐ͕ǁŚŝĐŚǁĞĂƉƉůŝĞĚ͘
ĂƚĂĂŶĂůǇƐŝƐƐŚŽƚŐƵŶƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐ
ZĞƐƵůƚƐĨƌŽŵƚŚĞŶĚƌŽŵĞĚĂƐĞĂƌĐŚĞƐǁĞƌĞĚŝƌĞĐƚůǇŝŵƉŽƌƚĞĚŝŶWĞƌƐĞƵƐ͕ƚŚĞĚŽǁŶƐƚƌĞĂŵďŝŽŝŶĨŽƌŵĂƟĐƐ
ƉůĂƞŽƌŵĨŽƌDĂǆYƵĂŶƚĚĂƚĂ͘,ĞƌĞ͕ƉĞƉƟĚĞƐŐƌŽƵƉĞĚƉĞƌƉƌŽƚĞŝŶǁĞƌĞŶŽƌŵĂůŝǌĞĚŽǀĞƌƚŚĞƚŚƌĞĞďŝŽůŽŐŝĐĂů
ƌĞƉĞĂƚƐ͘dǁŽƚƌĂŶƐĨŽƌŵĂƟŽŶƐ;ϭͬǆĂŶĚůŽŐϮ;ǆͿͿůĂƚĞƌ͕ ƚŚĞůŽŐϮǀĂůƵĞƐŽĨƚŚĞ>ͬ,ƌĂƟŽƐǁĞƌĞĐĂƚĞŐŽƌŝǌĞĚƉĞƌ
ŐĞŶŽƚǇƉĞĂŶĚƟŵĞƉŽŝŶƚ͘KŶůǇƉƌŽƚĞŝŶƐǁŝƚŚĂŶ>ͬ,ƌĂƟŽŝŶĂůůƐĂŵƉůĞƐ;ϮϰͿǁĞƌĞƌĞƚĂŝŶĞĚĂŶĚĞĂĐŚƌĂƟŽ
ǁĂƐƐƵďƚƌĂĐƚĞĚďǇƚŚĞƐĂŵƉůĞŵĞĚŝĂŶ͘&ŽůůŽǁŝŶŐǁŝĚƚŚĂĚũƵƐƚŵĞŶƚ͕ƚŚĞƉƌŽƚĞŝŶƌĂƟŽƐĐŚĂŶŐŝŶŐƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚ
ŽǀĞƌƟŵĞǁĞƌĞŝĚĞŶƟĮĞĚǀŝĂƚŚĞƵƐĞŽĨŵƵůƟƉůĞƚͲƚĞƐƟŶŐǁŝƚŚĂƉĞƌŵƵƚĂƟŽŶͲďĂƐĞĚ&ZŽĨϬ͘ϬϱĂŶĚ
ŶƵŵďĞƌŽĨƌĂŶĚŽŵŝǌĂƟŽŶƐƐĞƚƚŽϮϱϬ͘ůƵƐƚĞƌŝŶŐŽĨƚŚĞƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚƉƌŽƚĞŝŶƐǁĂƐƉĞƌĨŽƌŵĞĚǀŝĂWĞĂƌƐŽŶ
ĐŽƌƌĞůĂƟŽŶĂŶĚƚŚĞƉƌŽƚĞŝŶƌĂƟŽƐǁĞƌĞƌĞƐĐĂůĞĚƚŽĂ΀Ͳϭ͖ϭ΁ŝŶƚĞƌǀĂůĨŽƌǀŝƐƵĂůŝǌĂƟŽŶ͘^ĐĂƩĞƌƉůŽƚƐǁĞƌĞ
ŽďƚĂŝŶĞĚďǇƐƵďũĞĐƟŶŐƚŚĞŽǀĞƌůĂƉƉŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶƐƉĞƌƟŵĞƉŽŝŶƚƚŽĂƚǁŽͲƐĂŵƉůĞƚͲƚĞƐƚĂŶĚĚĞƚĞƌŵŝŶĂƟŽŶ
ŽĨƚŚĞĂƉƉƌŽƉƌŝĂƚĞƐϬͲĨĂĐƚŽƌŝŶZ͘
ϴϭ
^z^dD^Ͳt/E>z^/^K&d,Ky/d/s^dZ^^Z^WKE^/E͘d,>/E
 ZŝďŽƐŽŵĞĨŽŽƚƉƌŝŶƟŶŐ
&ƌŽŵƚŚĞŚĂƌǀĞƐƚĞĚůĞĂĨŵĂƚĞƌŝĂů͕ĂůƐŽƵƐĞĚĨŽƌƐŚŽƚŐƵŶƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐ͕ϮŵůǁĂƐĐƌƵƐŚĞĚŝŶůŝƋƵŝĚŶŝƚƌŽŐĞŶƚŽ
ǁŚŝĐŚϮŵůŽĨůǇƐŝƐďƵīĞƌ͖ϭϬŵDdƌŝƐͲ,ůƉ,ϳ͘ϰ͕ϱŵDDŐůϮ͕ϭϬϬŵD<ů͕ϭйdƌŝƚŽŶyͲϭϬϬǁŝƚŚĨƌĞƐŚůǇĂĚĚĞĚ
ϮŵDd͕ ϭϬϬђŐͬŵůĐǇĐůŽŚĞǆŝŵŝĚĞĂŶĚƉƌŽƚĞĂƐĞŝŶŚŝďŝƚŽƌǁĂƐĂĚĚĞĚ͘dŚŝƐǁĂƐƉƵƚŽŶŝĐĞǁŝƚŚĨƌĞƋƵĞŶƚ
ŵŝǆŝŶŐĂŶĚĮůƚĞƌĞĚŽǀĞƌƉĂƉĞƌƐƉŝŶĐƵƉƐ;WŝĞƌĐĞͿďǇĂϭŵŝŶĐĞŶƚƌŝĨƵŐĂƟŽŶ;ϰΣͿĂƚϭϬϬǆŐĨŽůůŽǁĞĚďǇĂ
ϱŵŝŶĐĞŶƚƌŝĨƵŐĂƟŽŶĂƚϭϬϬϬǆŐ͘dŚĞƐƵƉĞƌŶĂƚĂŶƚǁĂƐƚƌĂŶƐĨĞƌƌĞĚƚŽŶĞǁƉƉĞŶĚŽƌĨƚƵďĞƐ͕ĐĞŶƚƌŝĨƵŐĞĚ
ĨŽƌϭϱŵŝŶ;ϰΣͿĂŶĚŝŶĐƵďĂƚĞĚŽŶŝĐĞĨŽƌϭϬŵŝŶ͘ŶŽƚŚĞƌĐĞŶƚƌŝĨƵŐĂƟŽŶƐƚĞƉǁĂƐƉĞƌĨŽƌŵĞĚĂƚϭϲ͕ϬϬϬǆ
ŐďĞĨŽƌĞƚŚĞƐƵƉĞƌŶĂƚĂŶƚǁĂƐĚŝǀŝĚĞĚŽǀĞƌƚǁŽƉƉĞŶĚŽƌĨƚƵďĞƐ͖ϲϬϬђůĨŽƌƌŝďŽƐŽŵĞͲƉƌŽƚĞĐƚĞĚĨŽŽƚƉƌŝŶƚ
ŝƐŽůĂƟŽŶĂŶĚϯϬϬђůĨŽƌƚŽƚĂůŵZEĞǆƚƌĂĐƟŽŶƚŚĂƚǁĂƐƐĞŶƚĨŽƌƐĞƋƵĞŶĐŝŶŐ;'dŝŽƚĞĐŚ͕ŽŶƐƚĂŶĐĞ͕
'ĞƌŵĂŶǇͿ͘ŝŐĞƐƟŽŶŽĨƚŚĞŶŽŶͲƉƌŽƚĞĐƚĞĚZEǁĂƐŝŶŝƟĂƚĞĚďǇĂĚĚŝƟŽŶŽĨϭϬђůZEĂƐĞ/;ϭϬϬhͬђůƐƚŽĐŬ
ƐŽůƵƟŽŶͿĂŶĚŝŶĐƵďĂƚĞĚĨŽƌϱϱŵŝŶĂƚƌŽŽŵƚĞŵƉĞƌĂƚƵƌĞǁŝƚŚŐĞŶƚůĞĂŐŝƚĂƟŽŶ;ƚŚĞƌŵŽďůŽĐŬĂƚϮϱΣ͕
ƌŽƚĂƟŽŶĂƚϰϬϬͿ͘dŚĞƌĞĂĐƟŽŶǁĂƐƐƚŽƉƉĞĚďǇĂĚĚŝŶŐϯϬђů^hWZĂƐĞͻ/ŶΡZEĂƐĞ/ŶŚŝďŝƚŽƌ;ϮϬhͬђůƐƚŽĐŬ͕
>ŝĨĞƚĞĐŚŶŽůŽŐŝĞƐͿĂŶĚƚŚĞƌĞĂĐƟŽŶŵŝǆƚƵƌĞůŽĂĚĞĚŽŶƚŽƉŽĨĂϭDƐƵĐƌŽƐĞĐƵƐŚŝŽŶ͘hůƚƌĂĐĞŶƚƌŝĨƵŐĂƟŽŶ
ǁĂƐƉĞƌĨŽƌŵĞĚŝŶĂd>ͲϭϮϬ͘ϮƌŽƚŽƌĂƚϳϱ͕ϬϬϬƌƉŵĨŽƌϰŚĂƚϰΣ͘dŚĞƐƵƉĞƌŶĂƚĂŶƚǁĂƐƌĞŵŽǀĞĚĂŶĚϱϳϬ
ђůϭϬŵDdƌŝƐ,ůƉ,ϳĂŶĚϯϬђůŽĨϮϬй^^ǁĞƌĞĂĚĚĞĚ͘^ĂŵƉůĞƐǁĞƌĞŚĞĂƚĞĚƚŽϲϱΣĂŶĚĨŽŽƚƉƌŝŶƚ
ĨƌĂŐŵĞŶƚƐǁĞƌĞƉƵƌŝĮĞĚƵƐŝŶŐƚŚĞ^^ͬƉŚĞŶŽůŵĞƚŚŽĚ͘dŚĞƌŝďŽƐŽŵĞĨŽŽƚƉƌŝŶƚƐǁĞƌĞůŽĂĚĞĚŽŶŐĞůĨŽƌ
ƐƵďƐĞƋƵĞŶƚƐŝǌĞƐĞůĞĐƟŽŶ;ϮϴͲϯϰŶƚͿ͕ĂŌĞƌǁŚŝĐŚƚŚĞĞǆƚƌĂĐƚĞĚŐĞůĨƌĂŐŵĞŶƚƐǁĞƌĞĚĞƉŚŽƐƉŚŽƌǇůĂƚĞĚ
ĂŶĚƌZEǁĂƐĚĞƉůĞƚĞĚƵƐŝŶŐƚŚĞZŝďŽͲĞƌŽdDDĂŐŶĞƟĐ<ŝƚ;WůĂŶƚ>ĞĂĨ͕ ƉŝĐĞŶƚƌĞͿ͘dŚŝƐǁĂƐĨŽůůŽǁĞĚďǇ
ůŝŶŬĞƌůŝŐĂƟŽŶ͕ƌĞǀĞƌƐĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶ͕ĐŝƌĐƵůĂƌŝǌĂƟŽŶĂŶĚWZĂŵƉůŝĮĐĂƟŽŶĂƐĚĞƐĐƌŝďĞĚďĞĨŽƌĞ΀ϭϴ΁͘dŚĞ
ŽďƚĂŝŶĞĚĐEůŝďƌĂƌŝĞƐǁĞƌĞƐĞƋƵĞŶĐĞĚŽŶĂ,ŝ^ĞƋƐǇƐƚĞŵ͘
 
ĞĞƉƐĞƋƵĞŶĐŝŶŐĚĂƚĂĂŶĂůǇƐŝƐ
&ĂƐƚYĮůĞƐǁĞƌĞůŽĂĚĞĚŝŶƚŽƚŚĞ'ĂůĂǆǇW^ƐĞƌǀĞƌĨŽƌĚĂƚĂĂŶĂůǇƐŝƐ͘dŚĞϯ͛ĂĚĂƉƚĞƌƐĞƋƵĞŶĐĞƐǁĞƌĞ
ĐůŝƉƉĞĚǀŝĂƚŚĞƵƚĂĚĂƉƚƚŽŽůďǇĞŶƚĞƌŝŶŐĂĐƵƐƚŽŵĂĚĂƉƚĞƌƐĞƋƵĞŶĐĞĂŶĚƐƉĞĐŝĨǇŝŶŐĂŵŝŶŝŵƵŵůĞŶŐƚŚŽĨ
ϮϱŶƚ͘ůŝƉƉĞĚƐĞƋƵĞŶĐĞƐǁĞƌĞƌĞƚĂŝŶĞĚĂŶĚŵĂƉƉĞĚƵƐŝŶŐ'^EWƚŽƚŚĞd/ZϭϬƌZEƐĞƋƵĞŶĐĞƐƚŽǁŚŝĐŚ
ŽŶĞĂĚĚŝƟŽŶĂůƐĞƋƵĞŶĐĞǁĂƐĂĚĚĞĚŵĂŶƵĂůůǇ;ϱ^ƌZEĨŽƵŶĚŽǀĞƌƌĞƉƌĞƐĞŶƚĞĚŝŶƚŚĞĚĂƚĂƐĞƚƐďƵƚŶŽƚǇĞƚ
ĂŶŶŽƚĂƚĞĚŝŶd/ZϭϬͿ͘dŚĞƵŶĂůŝŐŶĞĚƌĞĂĚƐǁĞƌĞƐƵďƐĞƋƵĞŶƚůǇŵĂƉƉĞĚƚŽƚŚĞd/ZϭϬƌĞĨĞƌĞŶĐĞŐĞŶŽŵĞ
ƵƐŝŶŐ'^EW͘ KŶůǇƵŶŝƋƵĞůǇŵĂƉƉĞĚƌĞĂĚƐǁĞƌĞƌĞƚĂŝŶĞĚĂŶĚƐƵŵŵĂƌŝǌĞĚƵƐŝŶŐƚŚĞ,dƐĞƋƚŽŽů͘dǁŽ
'&&ĮůĞƐǁĞƌĞĐƌĞĂƚĞĚĂŶĚƵƉůŽĂĚĞĚ͕ŽŶĞǁŝƚŚƚŚĞĚŝƐƟŶĐƟŽŶŽĨĞǆŽŶƐĂŶĚĐŽĚŝŶŐƐĞƋƵĞŶĐĞƐ͕ĂŶĚŽŶĞ
ĨƵƌƚŚĞƌƐƉĞĐŝĨǇŝŶŐϯ͛ĂŶĚϱ͛hdZƐ͘dŚĞƐĞĐŽƵŶƚƐǁĞƌĞŶŽƌŵĂůŝǌĞĚƚŽĐŽƵŶƚƐƉĞƌŵŝůůŝŽŶ;ĐƉŵͿ͕ĂƐǁĞůůĂƐƚŽ
ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐƉĞƌŵŝůůŝŽŶ;ƚƉŵͿĂŶĚƌĞĂĚƐƉĞƌŬŝůŽďĂƐĞƉĞƌŵŝůůŝŽŶ;ƌƉŬDͿ͘hƉŽŶĐŽŵƉĂƌŝƐŽŶ͕ǁĞĐŽŶƟŶƵĞĚ
ǁŝƚŚĐƉŵǀĂůƵĞƐĂƐƚŚĞƐĞŝŶƚƌŽĚƵĐĞĚůĞĂƐƚďŝĂƐĞƐĂŶĚŐĂǀĞƐŝŵŝůĂƌƌĞƐƵůƚƐĂƐƚƉŵĂŶĚƌƉŬDŶŽƌŵĂůŝǌĞĚ
ǀĂůƵĞƐ͘^DͲŵĂƉƉŝŶŐĮůĞƐǁĞƌĞĐŽŶǀĞƌƚĞĚŝŶƚŽDĮůĞƐƚŽĐƌĞĂƚĞďĞĚŐƌĂƉŚƐƚŚĂƚǁĞƌĞůŽĂĚĞĚŝŶƚŽƚŚĞ
ŝŶƚĞŐƌĂƟǀĞŐĞŶŽŵĞǀŝĞǁĞƌ΀ϲϱ΁ĨŽƌǀŝƐƵĂůŝǌĂƟŽŶ͘ŝīĞƌĞŶƟĂůůǇƌĞŐƵůĂƚĞĚŐĞŶĞƐǁĞƌĞĐĂůĐƵůĂƚĞĚǀŝĂ,ƵďĞƌ
ƐƚĂƟƐƟĐƐŝīĞƌĞŶƟĂůůǇƌĞŐƵůĂƚĞĚŐĞŶĞƐǁĞƌĞĐĂůĐƵůĂƚĞĚǀŝĂ,ƵďĞƌƐƚĂƟƐƟĐƐǁŚŝĐŚĐŽƌƌĞĐƚĨŽƌƚŚĞĞīĞĐƚŽĨ
ŽƵƚůŝĞƌƐŽŶƚŚĞƐƚĂŶĚĂƌĚĚĞǀŝĂƟŽŶĂƐĚĞƐĐƌŝďĞĚŝŶ΀ϲϲ΁͘
 
ϴϮ
Chapter 4
^hWW>DEd>/E&KZDd/KE
^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂů&ŝŐƵƌĞ^ϭ͘EŽƌŵĂůŝǌĂƟŽŶŝŶWĞƌƐĞƵƐ͘
EŽƌŵĂůŝǌĂƟŽŶŝƐƉĞƌĨŽƌŵĞĚŝŶWĞƌƐĞƵƐŽŶƚŚĞƉƌŽƚĞŝŶƌĂƟŽƐŽĨĂůůƚŚƌĞĞďŝŽůŽŐŝĐĂůƌĞƉĞĂƚƐ͘&ŝƌƐƚ͕ƚŚĞǀĂůƵĞƐǁĞƌĞƚƌĂŶƐĨŽƌŵĞĚ;ϭͬǆͿ
and log2ƐĐĂůĞĚ͕ŶĞǆƚƚŚĞŶŽƌŵĂůŝǌĂƟŽŶĐŽŶƐŝƐƚĞĚŽĨƐƵďƚƌĂĐƟŶŐƚŚĞŵĞĚŝĂŶĂŶĚǁŝĚƚŚĂĚũƵƐƚŵĞŶƚ͘
^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂů&ŝŐƵƌĞ^Ϯ͘WƌŽƚĞŝŶǀŽůĐĂŶŽƉůŽƚƉƌŝŽƌƚŽƐƚƌĞƐƐŝŶĚƵĐƟŽŶ͘
dŚĞ ǀŽůĐĂŶŽƉůŽƚǁŝƚŚĂŶ ƐϬ ĨĂĐƚŽƌŽĨ Ϭ͘ϬϳϳĂŶĚĂ ĨĂůƐĞĚŝƐĐŽǀĞƌǇ ƌĂƚĞŽĨ ϱй͕ ƐŚŽǁƐƉƌŽƚĞŝŶƐ ĐŽŵŵŽŶůǇ ŝĚĞŶƚŝĨŝĞĚ
ŝŶǁŝůĚͲƚǇƉĞ ĂŶĚ ĐĂƚϮͲϮ ƉůĂŶƚƐ ;ϭ͕Ϯϯϳ ƉƌŽƚĞŝŶƐͿ͘ EŽ ƐŝŐŶŝĨŝĐĂŶƚ ĚŝĨĨĞƌĞŶĐĞƐ ĞǆƉĞĐƚ ĨŽƌ d>^ Ϯ ;dϰ'ϯϱϬϵϬͿ
could be detected between both genotypes when grown under high CO2.    
ϴϯ
^z^dD^Ͳt/E>z^/^K&d,Ky/d/s^dZ^^Z^WKE^/E͘d,>/E
^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂů&ŝŐƵƌĞ^ϯ͘ŽƌƌĞůĂƟŽŶƉůŽƚƐďĞƚǁĞĞŶƉƌŽƚĞŝŶĂŶĚƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚůĞǀĞůƐ͘
Comparison of normalized log2ŵZEƌĞĂĚƐƚŽƉƌŽƚĞŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞůĞǀĞůƐĂŌĞƌϯŚŽĨŚŝŐŚůŝŐŚƚĞǆƉŽƐƵƌĞĐŽŵƉĂƌĞĚƚŽϬŚƉĞƌ
ƉƌŽƚĞŝŶͲĐŽĚŝŶŐŐĞŶĞ͘WƌŽƚĞŝŶƐǁŝƚŚĂƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚůŽǁĞƌĂďƵŶĚĂŶĐĞ;ŐƌĞĞŶͿĂƌĞŚĂƌĚůǇƌĞŐƵůĂƚĞĚĂƚƚŚĞůĞǀĞůŽĨƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶ͘
͘hƉƌĞŐƵůĂƚĞĚ;ƉфϬ͘ϬϱͿŐĞŶĞƐ
͘ŽǁŶƌĞŐƵůĂƚĞĚ;ƉфϬ͘ϬϱͿŐĞŶĞƐ
^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂů&ŝŐƵƌĞ^ϰ͘ŽŵƉĂƌŝƐŽŶƐŽĨĚŝīĞƌĞŶƟĂůůǇƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůĂŶĚƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůƌĞŐƵůĂƚĞĚŐĞŶĞƐ͘
ŝīĞƌĞŶƟĂůůǇƌĞŐƵůĂƚĞĚŐĞŶĞƐ;ƉфϬ͘ϬϱͿĂƚƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůĂŶĚƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůůĞǀĞůĂƌĞĐŽŵƉĂƌĞĚǁŝƚŚŝŶŐĞŶŽƚǇƉĞƐ͘;Ϳ/ŶďŽƚŚŐĞŶŽƚǇƉĞƐ͕
ŽǀĞƌϱϲйŽĨƚŚĞƵƉͲƌĞŐƵůĂƚĞĚŐĞŶĞƐŚĂǀĞďŽƚŚŵŽƌĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐĂŶĚĂŚŝŐŚĞƌƌŝďŽƐŽŵĂůŽĐĐƵƉĂŶĐǇ͘;Ϳ^ ŝŵŝůĂƌŶƵŵďĞƌƐŽĨŐĞŶĞƐǁŝƚŚ
ĂĚĞĐƌĞĂƐĞĚƌŝďŽƐŽŵĂůŽĐĐƵƉĂŶĐǇƚŚĂƚĨŽůůŽǁƚŚĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůĚŽǁŶͲƌĞŐƵůĂƟŽŶ͗ϰϮϴŝŶtdǁŚŝůĞϰϬϮŝŶĐĂƚϮͲϮƉůĂŶƚƐ͘dŚĞƌĞŝƐĂ
ƌĞĚƵĐƟŽŶŝŶƚŚĞŶƵŵďĞƌŽĨƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐǁŝƚŚůĞƐƐƌŝďŽƐŽŵĂůĨŽŽƚƉƌŝŶƚƌĞĂĚƐ;ϳϭϮͿĐŽŵƉĂƌĞĚƚŽŐĞŶĞƐǁŝƚŚůĞƐƐŵZEƌĞĂĚƐ;ϭ͕ϯϳϵͿ͘
ϴϰ
Chapter 4
^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂů&ŝŐƵƌĞ^ϱ͘ϱͲŚǇĚƌŽǆǇĨĞƌƵůŝĐĂĐŝĚĂĐĐƵŵƵůĂƚĞƐŝŶĐĂƚϮͲϮƉůĂŶƚƐ .
DĞƚĂďŽů ŝƚĞ  ƉƌŽĨ ŝ ů ŝŶŐ ǀ ŝĂ >ͲD^;ͬD^Ϳ ƌĞǀĞĂůĞĚ Ă ĐŽŵƉŽƵŶĚ ǁŝƚŚ ĂŶŵͬǌ ǀĂůƵĞ ŽĨ  ϮϬϵ͘Ϭϰϰϰ͕  ŝĚĞŶƚŝ Ĩ ŝĞĚ ĂƐ
ϱͲŚǇĚƌŽǆǇĨĞƌƵůŝĐĂĐŝĚ͕ ƚŚĂƚǁĂƐ ƐŝŐŶŝĨŝĐĂŶƚůǇŵŽƌĞƉƌĞƐĞŶƚ ŝŶ ĐĂƚϮͲϮ ƐĂŵƉůĞƐĂĨƚĞƌϮŚŽĨŚŝŐŚ ůŝŐŚƚĞǆƉŽƐƵƌĞ͘ ůƐŽ
ƚŚĞĐŽŵƉŽƵŶĚǁŝƚŚĂŶŵͬǌǀĂůƵĞŽĨϭϲϯ͘Ϭϯϴϲ ǁĂƐ ƐŚŽǁŶ ƚŽďĞĂ ĨƌĂŐŵĞŶƚŽĨ ƚŚĞϱͲŚǇĚƌŽǆǇĨĞƌƵůŝĐĂĐŝĚŵĂŝŶƉĞĂŬ͘
^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂůdĂďůĞ^ϭ͘'KĞŶƌŝĐŚĞĚĐĂƚĞŐŽƌŝĞƐŽĨŐĞŶĞƐǁŝƚŚĂŶĂīĞĐƚĞĚƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůĞĸĐŝĞŶĐǇ
Gene specific translational efficiency is affected upon enhanced hydrogen peroxide levels. Gene ontology analysis of 
ŐĞŶĞƐǁŝƚŚĂƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůĞĸĐŝĞŶĐǇĚŝīĞƌŝŶŐƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚůǇďĞƚǁĞĞŶŐĞŶŽƚǇƉĞƐŝƐƐŚŽǁŶŚĞƌĞ͘ 
^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂůdĂďůĞ^Ϯ͘dŽƉϭϬϬŽĨƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůƵƉͲĂŶĚĚŽǁŶͲƌĞŐƵůĂƚĞĚŐĞŶĞƐ
dŚŝƐ ƚĂďůĞ ůŝƐƚƐ ƚŚĞ ƚŽƉ ϭϬϬ ŽĨ ƵƉͲ ĂŶĚ ĚŽǁŶͲƌĞŐƵůĂƚĞĚ ŐĞŶĞƐ Ăƚ ƚŚĞ ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶĂů ůĞǀĞů ;ǀĂůƵĞƐ ŝŶ ůŽŐ2 fold 
ĐŚĂŶŐĞƐͿ ŝŶďŽƚŚǁŝůĚͲƚǇƉĞ ;ƐŚĞĞƚϭͿĂŶĚĐĂƚϮͲϮƉůĂŶƚƐ ;ƐŚĞĞƚϮͿ͘ ůƐŽ ƌŝďŽƐŽŵĞ ĨŽŽƚƉƌŝŶƚ ;Z&Ϳ ĨŽůĚĐŚĂŶŐĞƐ͕ƉƌŽƚĞŝŶ
abundance fold changes and translational efficiencies are shown. The third sheet shows all identified proteins 
before and after 3 h of stress treatment and lists their behaviour on the level of transcription and translation.
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ĨŽƌŵŽŶŝƚŽƌŝŶŐƚƌĂŶƐůĂƟŽŶŝŶǀŝǀŽďǇĚĞĞƉƐĞƋƵĞŶĐŝŶŐŽĨƌŝďŽƐŽŵĞͲƉƌŽƚĞĐƚĞĚŵZEĨƌĂŐŵĞŶƚƐ͘Nat 
WƌŽƚŽĐϮϬϭϮ͕ϳ͕ϭϱϯϰͲϭϱϱϬ͘
΀ϭϵ΁/ŶŐŽůŝĂ͕E͘d͘ ͕>ĂƌĞĂƵ͕>͘&͘ ͕tĞŝƐƐŵĂŶ͕:͘^͕͘ZŝďŽƐŽŵĞƉƌŽĮůŝŶŐŽĨŵŽƵƐĞĞŵďƌǇŽŶŝĐƐƚĞŵĐĞůůƐƌĞǀĞĂůƐ
ƚŚĞĐŽŵƉůĞǆŝƚǇĂŶĚĚǇŶĂŵŝĐƐŽĨŵĂŵŵĂůŝĂŶƉƌŽƚĞŽŵĞƐ͘ĞůůϮϬϭϭ͕ϭϰϳ͕ϳϴϵͲϴϬϮ͘
΀ϮϬ΁^ŚĂůŐŝ͕Z͕͘,Ƶƌƚ͕ :͘͕͘<ƌǇŬďĂĞǀĂ͕ /͕͘dĂŝƉĂůĞ͕D͕͘ĞƚĂů͕͘tŝĚĞƐƉƌĞĂĚƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨƚƌĂŶƐůĂƟŽŶďǇ
ĞůŽŶŐĂƟŽŶƉĂƵƐŝŶŐŝŶŚĞĂƚƐŚŽĐŬ͘DŽůĞůůϮϬϭϯ͕ϰϵ͕ϰϯϵͲϰϱϮ͘
΀Ϯϭ΁>ŝƵ͕͕͘,ĂŶ͕z͘ ͕YŝĂŶ͕^͘͕͘ŽƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůƌĞƐƉŽŶƐĞƚŽƉƌŽƚĞŽƚŽǆŝĐƐƚƌĞƐƐďǇĞůŽŶŐĂƟŽŶƉĂƵƐŝŶŐŽĨ
ƌŝďŽƐŽŵĞƐ͘DŽůĞůůϮϬϭϯ͕ϰϵ͕ϰϱϯͲϰϲϯ͘
΀ϮϮ΁'ĞƌĂƐŚĐŚĞŶŬŽ͕D͘s͘ ͕>ŽďĂŶŽǀ͕͘ s͘ ͕'ůĂĚǇƐŚĞǀ͕ s͘ E͕͘'ĞŶŽŵĞͲǁŝĚĞƌŝďŽƐŽŵĞƉƌŽĮůŝŶŐƌĞǀĞĂůƐ
ĐŽŵƉůĞǆƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůƌĞŐƵůĂƟŽŶŝŶƌĞƐƉŽŶƐĞƚŽŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͘WƌŽĐEĂƚůĐĂĚ^Đŝh^ϮϬϭϮ͕ϭϬϵ͕
ϭϳϯϵϰͲϭϳϯϵϵ͘
΀Ϯϯ΁:ƵŶƚĂǁŽŶŐ͕W͘ ͕'ŝƌŬĞ͕d͘ ͕ĂǌŝŶ͕:͕͘ĂŝůĞǇͲ^ĞƌƌĞƐ͕:͕͘dƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůĚǇŶĂŵŝĐƐƌĞǀĞĂůĞĚďǇŐĞŶŽŵĞͲǁŝĚĞ
ƉƌŽĮůŝŶŐŽĨƌŝďŽƐŽŵĞĨŽŽƚƉƌŝŶƚƐŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ͘WƌŽĐEĂƚůĐĂĚ^Đŝh^ϮϬϭϰ͕ϭϭϭ͕ϮϬϯͲϮϭϮ͘
΀Ϯϰ΁>ŝƵ͕D͘:͕͘tƵ͕^͘,͕͘tƵ͕:͘ &͘ ͕>ŝŶ͕t͘͕͘ĞƚĂů͕͘dƌĂŶƐůĂƚŝŽŶĂů ůĂŶĚƐĐĂƉĞŽĨƉŚŽƚŽŵŽƌƉŚŽŐĞŶŝĐ
ƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ͘WůĂŶƚĞůůϮϬϭϯ͕Ϯϱ͕ϯϲϵϵͲϯϳϭϬ͘
΀Ϯϱ΁^ŚĞƚŚ͕͘W͘ ͕dŚĂŬĞƌ͕ s͘ ^͕͘WůĂŶƚƐǇƐƚĞŵƐďŝŽůŽŐǇ͗ŝŶƐŝŐŚƚƐ͕ĂĚǀĂŶĐĞƐĂŶĚĐŚĂůůĞŶŐĞƐ͘WůĂŶƚĂϮϬϭϰ͕ϮϰϬ͕
ϯϯͲϱϰ͘
΀Ϯϲ΁EŽĐƚŽƌ͕ '͕͘sĞůũŽǀŝĐͲ:ŽǀĂŶŽǀŝĐ͕^͕͘ƌŝƐĐŽůů͕^͕͘EŽǀŝƚƐŬĂǇĂ͕>͕͘&ŽǇĞƌ͕ ͘,͕͘ƌŽƵŐŚƚĂŶĚŽǆŝĚĂƟǀĞůŽĂĚ
ŝŶƚŚĞůĞĂǀĞƐŽĨϯƉůĂŶƚƐ͗ĂƉƌĞĚŽŵŝŶĂŶƚƌŽůĞĨŽƌƉŚŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƟŽŶ͍ŶŶŽƚϮϬϬϮ͕ϴϵ^ƉĞĐEŽ͕ϴϰϭͲϴϱϬ͘
΀Ϯϳ΁'ŚĞƐƋƵŝĞƌĞ͕͕͘:ŽŶĐŬŚĞĞƌĞ͕s͘ ͕ŽůĂĞƌƚ͕E͕͘sĂŶƵƌŵĞ͕:͕͘ĞƚĂů͕͘ZĞĚŽǆƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐŽĨƉƌŽƚĞŝŶͲďŽƵŶĚ
ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ͘DŽůĞůůWƌŽƚĞŽŵŝĐƐϮϬϭϭ͕ϭϬ͕DϭϭϬϬϬϲϴϲϲ͘
΀Ϯϴ΁Žǆ͕:͕͘DĂŶŶ͕D͕͘DĂǆYƵĂŶƚĞŶĂďůĞƐŚŝŐŚƉĞƉƟĚĞŝĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶƌĂƚĞƐ͕ ŝŶĚŝǀŝĚƵĂůŝǌĞĚƉ͘Ɖ͘ď Ͳ͘ƌĂŶŐĞ
ŵĂƐƐĂĐĐƵƌĂĐŝĞƐĂŶĚƉƌŽƚĞŽŵĞͲǁŝĚĞƉƌŽƚĞŝŶƋƵĂŶƟĮĐĂƟŽŶ͘EĂƚŝŽƚĞĐŚŶŽůϮϬϬϴ͕Ϯϲ͕ϭϯϲϳͲϭϯϳϮ͘
΀Ϯϵ΁dƵƐŚĞƌ͕  s͘ '͕͘dŝďƐŚŝƌĂŶŝ͕Z͕͘ŚƵ͕'͕͘^ŝŐŶŝĮĐĂŶĐĞĂŶĂůǇƐŝƐŽĨŵŝĐƌŽĂƌƌĂǇƐĂƉƉůŝĞĚƚŽƚŚĞ ŝŽŶŝǌŝŶŐ
ƌĂĚŝĂƟŽŶƌĞƐƉŽŶƐĞ͘WƌŽĐEĂƚůĐĂĚ^Đŝh^ϮϬϬϭ͕ϵϴ͕ϱϭϭϲͲϱϭϮϭ͘
΀ϯϬ΁dƵƐŚĞƌ͕  s͘ '͕͘dŝďƐŚŝƌĂŶŝ͕Z͕͘ŚƵ͕'͕͘^ŝŐŶŝĮĐĂŶĐĞĂŶĂůǇƐŝƐŽĨŵŝĐƌŽĂƌƌĂǇƐĂƉƉůŝĞĚƚŽƚŚĞ ŝŽŶŝǌŝŶŐ
ƌĂĚŝĂƟŽŶƌĞƐƉŽŶƐĞ͘WƌŽĐEĂƚůĐĂĚ^Đŝh^ϮϬϬϭ͕ϵϴ͕ϱϭϭϲͲϱϭϮϭ͘
΀ϯϭ΁ĞůŬĞƌ͕ ͕͘ŽůŵĂŶ͕͘<͕͘DŝĞƌƐĐŚ͕K͕͘tĂƐƚĞƌŶĂĐŬ͕͕͘ :ĂƐŵŽŶĂƚĞďŝŽƐǇŶƚŚĞƐŝƐ ŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ
ƚŚĂůŝĂŶĂƌĞƋƵŝƌĞƐƉĞƌŽǆŝƐŽŵĂůďĞƚĂͲŽǆŝĚĂƟŽŶĞŶǌǇŵĞƐͲͲĂĚĚŝƟŽŶĂůƉƌŽŽĨďǇƉƌŽƉĞƌƟĞƐŽĨƉĞǆϲĂŶĚĂŝŵϭ͘
WŚǇƚŽĐŚĞŵŝƐƚƌǇϮϬϬϳ͕ϲϴ͕ϭϲϰϮͲϭϲϱϬ͘
ϭϬϳ
^z^dD^Ͳt/E>z^/^K&d,Ky/d/s^dZ^^Z^WKE^/E͘d,>/E
΀ϯϮ΁yƵ͕y͘D͕͘tĂŶŐ͕:͕͘yƵĂŶ͕͕͘'ŽůĚƐŚŵŝĚƚ͕͕͘ĞƚĂů͕͘ŚĂƉĞƌŽŶŝŶƐĨĂĐŝůŝƚĂƚĞ<EKddϭĐĞůůͲƚŽͲĐĞůů
ƚƌĂĸĐŬŝŶŐĂŶĚƐƚĞŵĐĞůůĨƵŶĐƟŽŶ͘^ĐŝĞŶĐĞϮϬϭϭ͕ϯϯϯ͕ϭϭϰϭͲϭϭϰϰ͘
΀ϯϯ΁ŐŶĞ͕͕͘<ĞƐƐůĞƌ͕ &͘ ͕DŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐĂƚƚŚĞͲĚŽŵĂŝŶŽĨƚŚĞĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚŝŵƉŽƌƚƌĞĐĞƉƚŽƌdŽĐϭϱϵ͘Plant 
^ŝŐŶĂůĞŚĂǀϮϬϭϬ͕ϱ͕ϭϱϭϯͲϭϱϭϲ͘
΀ϯϰ΁DĞŝĞƌ͕ /͕͘ƌŬůũĂĐŝĐ͕:͕͘dŚĞƌĂďŝĚŽƉƐŝƐŶƵĐůĞĂƌƉŽƌĞĂŶĚŶƵĐůĞĂƌĞŶǀĞůŽƉĞ͘ƌĂďŝĚŽƉƐŝƐŽŽŬϮϬϭϬ͕ϴ͕
ĞϬϭϯϵ͘
΀ϯϱ΁&ŽǇĞƌ͕ ͘,͕͘EŽĐƚŽƌ͕ '͕͘ƐĐŽƌďĂƚĞĂŶĚŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ͗ƚŚĞŚĞĂƌƚŽĨƚŚĞƌĞĚŽǆŚƵď͘WůĂŶƚWŚǇƐŝŽůϮϬϭϭ͕
ϭϱϱ͕ϮͲϭϴ͘
΀ϯϲ΁zŽƐŚŝďĂ͕ z͘ ͕EĂŶũŽ͕ d͘ ͕DŝƵƌĂ͕^͕͘zĂŵĂŐƵĐŚŝͲ^ŚŝŶŽǌĂŬŝ͕<͕͘^ŚŝŶŽǌĂŬŝ͕<͕͘^ƚƌĞƐƐͲƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞĂŶĚ
ĚĞǀĞůŽƉŵĞŶƚĂůƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨĞůƚĂ;ϭͿͲƉǇƌƌŽůŝŶĞͲϱͲĐĂƌďŽǆǇůĂƚĞƐǇŶƚŚĞƚĂƐĞϭ;Wϱ^ϭͿŐĞŶĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŝŶ
ƌĂďŝĚŽƉƐŝƐƚŚĂůŝĂŶĂ͘ŝŽĐŚĞŵŝŽƉŚǇƐZĞƐŽŵŵƵŶϭϵϵϵ͕Ϯϲϭ͕ϳϲϲͲϳϳϮ͘
΀ϯϳ΁'ƌĂĞƚŚĞƌ͕ ^͘W͘ ͕ŽĚĚŝŶŐƚŽŶ͕<͘&͘ ͕ŝƐŽƌĚĞƌĂŶĚĨƵŶĐƟŽŶ͗ĂƌĞǀŝĞǁŽĨƚŚĞĚĞŚǇĚƌŝŶƉƌŽƚĞŝŶĨĂŵŝůǇ͘&ƌŽŶƚ
WůĂŶƚ^ĐŝϮϬϭϰ͕ϱ͕ϱϳϲ͘
΀ϯϴ΁<ŝŵ͕^͘ z͘ ͕EĂŵ͕<͘,͕͘WŚǇƐŝŽůŽŐŝĐĂůƌŽůĞƐŽĨZϭϬ ŝŶĂďŝŽƟĐƐƚƌĞƐƐĞƐĂŶĚƐĞĞĚŐĞƌŵŝŶĂƟŽŶŽĨ
ƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ͘WůĂŶƚĞůůZĞƉϮϬϭϬ͕Ϯϵ͕ϮϬϯͲϮϬϵ͘
΀ϯϵ΁EǇůĂŶĚĞƌ͕ D͕͘^ǀĞŶƐƐŽŶ͕:͕͘WĂůǀĂ͕͘d͘ ͕tĞůŝŶ͕͘s͘ ͕^ƚƌĞƐƐͲŝŶĚƵĐĞĚĂĐĐƵŵƵůĂƟŽŶĂŶĚƟƐƐƵĞͲƐƉĞĐŝĮĐ
ůŽĐĂůŝǌĂƟŽŶŽĨĚĞŚǇĚƌŝŶƐŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐƚŚĂůŝĂŶĂ͘WůĂŶƚŵŽůĞĐƵůĂƌďŝŽůŽŐǇϮϬϬϭ͕ϰϱ͕ϮϲϯͲϮϳϵ͘
΀ϰϬ΁sĞƌƐůƵĞƐ͕W͘ 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ƌĂďŝĚŽƉƐŝƐŽŽŬϮϬϭϬ͕ϴ͕ĞϬϭϰϬ͘
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ϭϵϵϱ͕ϭϬϳ͕ϳͲϭϮ͘
΀ϰϯ΁dƐƵǌƵŬŝ͕d͘ ͕dĂŬĂŚĂƐŚŝ͕<͕͘dŽŵŝǇĂŵĂ͕D͕͘/ŶŽƵĞ͕^ ͕͘<ŝŶŽƐŚŝƚĂ͕d͘ ͕KǀĞƌĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŽĨƚŚĞDŐͲĐŚĞůĂƚĂƐĞ,
ƐƵďƵŶŝƚŝŶŐƵĂƌĚĐĞůůƐĐŽŶĨĞƌƐĚƌŽƵŐŚƚƚŽůĞƌĂŶĐĞǀŝĂƉƌŽŵŽƟŽŶŽĨƐƚŽŵĂƚĂůĐůŽƐƵƌĞŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐƚŚĂůŝĂŶĂ͘
&ƌŽŶƚWůĂŶƚ^ĐŝϮϬϭϯ͕ϰ͕ϰϰϬ͘
΀ϰϰ΁^ŚĞŶ͕z͘  z͘ ͕tĂŶŐ͕y͘ &͘ ͕tƵ͕&͘ Y͕͘Ƶ͕^͘ z͘ ͕ĞƚĂů͕͘dŚĞDŐͲĐŚĞůĂƚĂƐĞ,ƐƵďƵŶŝƚ ŝƐĂŶĂďƐĐŝƐŝĐĂĐŝĚ
ƌĞĐĞƉƚŽƌ͘ EĂƚƵƌĞϮϬϬϲ͕ϰϰϯ͕ϴϮϯͲϴϮϲ͘
΀ϰϱ΁<ůŽĚŵĂŶŶ͕:͕͘^ ƵŶĚĞƌŚĂƵƐ͕^ ͕͘Eŝŵƚǌ͕D͕͘:ĂŶƐĐŚ͕>͕͘ƌĂƵŶ͕,͘W͘ ͕/ŶƚĞƌŶĂůĂƌĐŚŝƚĞĐƚƵƌĞŽĨŵŝƚŽĐŚŽŶĚƌŝĂů
ĐŽŵƉůĞǆ/ĨƌŽŵƌĂďŝĚŽƉƐŝƐƚŚĂůŝĂŶĂ͘WůĂŶƚĞůůϮϬϭϬ͕ϮϮ͕ϳϵϳͲϴϭϬ͘
΀ϰϲ΁dŽŵĂǌ͕d͘ ͕ĂŐĂƌĚ͕D͕͘WƌĂĐŚĂƌŽĞŶǁĂƩĂŶĂ͕/͕͘>ŝŶĚĞŶ͕W͘ ͕ĞƚĂů͕͘DŝƚŽĐŚŽŶĚƌŝĂůŵĂůĂƚĞĚĞŚǇĚƌŽŐĞŶĂƐĞ
ůŽǁĞƌƐůĞĂĨƌĞƐƉŝƌĂƟŽŶĂŶĚĂůƚĞƌƐƉŚŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƟŽŶĂŶĚƉůĂŶƚŐƌŽǁƚŚŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ͘WůĂŶƚWŚǇƐŝŽůϮϬϭϬ͕
ϭϱϰ͕ϭϭϰϯͲϭϭϱϳ͘
΀ϰϳ΁,ŽůĐŝŬ͕D͕͘^ŽŶĞŶďĞƌŐ͕E͕͘dƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůĐŽŶƚƌŽůŝŶƐƚƌĞƐƐĂŶĚĂƉŽƉƚŽƐŝƐ͘EĂƚƵƌĞƌĞǀŝĞǁƐ͘Molecular 
ĐĞůůďŝŽůŽŐǇϮϬϬϱ͕ϲ͕ϯϭϴͲϯϮϳ͘
ϭϬϴ
Chapter 4
΀ϰϴ΁EŽǀŽĂ͕/͕͘ŚĂŶŐ͕z͘ ͕ĞŶŐ͕,͕͘:ƵŶŐƌĞŝƐ͕Z͕͘ĞƚĂů͕͘^ ƚƌĞƐƐͲŝŶĚƵĐĞĚŐĞŶĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶƌĞƋƵŝƌĞƐƉƌŽŐƌĂŵŵĞĚ
ƌĞĐŽǀĞƌǇĨƌŽŵƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůƌĞƉƌĞƐƐŝŽŶ͘ŵďŽ:ϮϬϬϯ͕ϮϮ͕ϭϭϴϬͲϭϭϴϳ͘
΀ϰϵ΁ŚĞŶ͕͕͘'ĂůůŝĞ͕͘Z͕͘ĞŚǇĚƌŽĂƐĐŽƌďĂƚĞƌĞĚƵĐƚĂƐĞĂīĞĐƚƐůĞĂĨŐƌŽǁƚŚ͕ĚĞǀĞůŽƉŵĞŶƚ͕ĂŶĚĨƵŶĐƟŽŶ͘
WůĂŶƚWŚǇƐŝŽůϮϬϬϲ͕ϭϰϮ͕ϳϳϱͲϳϴϳ͘
΀ϱϬ΁DĂƌƵƚĂ͕d͘ ͕/ŶŽƵĞ͕d͘ ͕EŽƐŚŝ͕D͕͘dĂŵŽŝ͕D͕͘ĞƚĂů͕͘ǇƚŽƐŽůŝĐĂƐĐŽƌďĂƚĞƉĞƌŽǆŝĚĂƐĞϭƉƌŽƚĞĐƚƐŽƌŐĂŶĞůůĞƐ
ĂŐĂŝŶƐƚŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐďǇǁŽƵŶĚŝŶŐͲĂŶĚũĂƐŵŽŶĂƚĞͲŝŶĚƵĐĞĚ,;ϮͿK;ϮͿ ŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐƉůĂŶƚƐ͘ŝŽĐŚŝŵ
ŝŽƉŚǇƐĐƚĂϮϬϭϮ͕ϭϴϮϬ͕ϭϵϬϭͲϭϵϬϳ͘
΀ϱϭ΁,ŝŶŬƐŽŶ͕/͘s͘ ͕ůŝĂƐ͕:͘͕͘dŚĞĚǇŶĂŵŝĐƐƚĂƚĞŽĨƉƌŽƚĞŝŶƚƵƌŶŽǀĞƌ͗/ƚ Ɛ͛ĂďŽƵƚƟŵĞ͘Trends in cell biology 
ϮϬϭϭ͕Ϯϭ͕ϮϵϯͲϯϬϯ͘
΀ϱϮ΁^ ĐŚǁĂŶŚĂƵƐƐĞƌ͕ ͕͘'ŽƐƐĞŶ͕D͕͘ŝƩŵĂƌ͕ '͕͘^ ĞůďĂĐŚ͕D͕͘'ůŽďĂůĂŶĂůǇƐŝƐŽĨĐĞůůƵůĂƌƉƌŽƚĞŝŶƚƌĂŶƐůĂƟŽŶ
ďǇƉƵůƐĞĚ^/>͘WƌŽƚĞŽŵŝĐƐϮϬϬϵ͕ϵ͕ϮϬϱͲϮϬϵ͘
΀ϱϯ΁^ĐŚŶĞŝĚĞƌͲWŽĞƚƐĐŚ͕d͘ ͕:Ƶ͕:͕͘ǇůĞƌ͕ ͘͕͘ĂŶŐ͕z͘ ͕ĞƚĂů͕͘/ŶŚŝďŝƟŽŶŽĨĞƵŬĂƌǇŽƟĐƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĞůŽŶŐĂƟŽŶ
ďǇĐǇĐůŽŚĞǆŝŵŝĚĞĂŶĚůĂĐƟŵŝĚŽŵǇĐŝŶ͘EĂƚŚĞŵŝŽůϮϬϭϬ͕ϲ͕ϮϬϵͲϮϭϳ͘
΀ϱϰ΁DŝĐŚĞů͕͘D͕͘ĂƌĂŶŽǀ͕ W͘ s͕͘ZŝďŽƐŽŵĞƉƌŽĮůŝŶŐ͗Ă,ŝͲĞĨŵŽŶŝƚŽƌĨŽƌƉƌŽƚĞŝŶƐǇŶƚŚĞƐŝƐĂƚƚŚĞ
ŐĞŶŽŵĞͲǁŝĚĞƐĐĂůĞ͘tŝůĞǇŝŶƚĞƌĚŝƐĐŝƉůŝŶĂƌǇƌĞǀŝĞǁƐ͘ZEϮϬϭϯ͕ϰ͕ϰϳϯͲϰϵϬ͘
΀ϱϱ΁,ƵĂŶŐ͕͘t͕͘^ŚĞƌŵĂŶ͕͘d͘ ͕dĂŶ͕Y͕͘ŽůůŝŶƐ͕:͘Z͕͘ĞƚĂů͕͘dŚĞs/'ĞŶĞ&ƵŶĐƟŽŶĂůůĂƐƐŝĮĐĂƟŽŶ
dŽŽů͗ĂŶŽǀĞůďŝŽůŽŐŝĐĂůŵŽĚƵůĞͲĐĞŶƚƌŝĐĂůŐŽƌŝƚŚŵƚŽĨƵŶĐƟŽŶĂůůǇĂŶĂůǇǌĞůĂƌŐĞŐĞŶĞůŝƐƚƐ͘Genome biology 
ϮϬϬϳ͕ϴ͕Zϭϴϯ͘
΀ϱϲ΁>ĂƚĂ͕͕͘WƌĂƐĂĚ͕D͕͘ZŽůĞŽĨZƐŝŶƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨĂďŝŽƟĐƐƚƌĞƐƐƌĞƐƉŽŶƐĞƐŝŶƉůĂŶƚƐ͘:ǆƉŽƚϮϬϭϭ͕
ϲϮ͕ϰϳϯϭͲϰϳϰϴ͘
΀ϱϳ΁tĂŶŐ͕,͕͘ƵƚůĞƌ͕ ͘:͕͘WƌŽŵŽƚĞƌƐĨƌŽŵŬŝŶϭĂŶĚĐŽƌϲ͘ϲ͕ƚǁŽƌĂďŝĚŽƉƐŝƐƚŚĂůŝĂŶĂůŽǁͲƚĞŵƉĞƌĂƚƵƌĞͲ
ĂŶĚͲŝŶĚƵĐŝďůĞŐĞŶĞƐ͕ĚŝƌĞĐƚƐƚƌŽŶŐďĞƚĂͲŐůƵĐƵƌŽŶŝĚĂƐĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŝŶŐƵĂƌĚĐĞůůƐ͕ƉŽůůĞŶĂŶĚǇŽƵŶŐ
ĚĞǀĞůŽƉŝŶŐƐĞĞĚƐ͘WůĂŶƚŵŽůĞĐƵůĂƌďŝŽůŽŐǇϭϵϵϱ͕Ϯϴ͕ϲϭϵͲϲϯϰ͘
΀ϱϴ΁ŚŝŶŶƵƐĂŵǇ͕s͕͘ŚƵ͕:͘<͕͘^ƵŶŬĂƌ͕ Z͕͘'ĞŶĞƌĞŐƵůĂƟŽŶĚƵƌŝŶŐĐŽůĚƐƚƌĞƐƐĂĐĐůŝŵĂƟŽŶ ŝŶƉůĂŶƚƐ͘
DĞƚŚŽĚƐDŽůŝŽůϮϬϭϬ͕ϲϯϵ͕ϯϵͲϱϱ͘
΀ϱϵ΁<ĂǌĂŶ͕<͕͘DĂŶŶĞƌƐ͕:͘D͕͘DzϮ͗ƚŚĞŵĂƐƚĞƌŝŶĂĐƟŽŶ͘DŽůWůĂŶƚϮϬϭϯ͕ϲ͕ϲϴϲͲϳϬϯ͘
΀ϲϬ΁Ğ'ĞǇƚĞƌ͕ E͕͘'ŚŽůĂŵŝ͕͕͘'ŽŽƌŵĂĐŚƟŐ͕^͕͘'ŽŽƐƐĞŶƐ͕͕͘dƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůŵĂĐŚŝŶĞƌŝĞƐŝŶũĂƐŵŽŶĂƚĞͲ
ĞůŝĐŝƚĞĚƉůĂŶƚƐĞĐŽŶĚĂƌǇŵĞƚĂďŽůŝƐŵ͘dƌĞŶĚƐWůĂŶƚ^ĐŝϮϬϭϮ͕ϭϳ͕ϯϰϵͲϯϱϵ͘
΀ϲϭ΁ŚŝŶŝ͕͕͘&ŽŶƐĞĐĂ͕^͕͘&ĞƌŶĂŶĚĞǌ͕'͕͘ĚŝĞ͕͕͘ĞƚĂů͕͘dŚĞ:ĨĂŵŝůǇŽĨƌĞƉƌĞƐƐŽƌƐŝƐƚŚĞŵŝƐƐŝŶŐůŝŶŬŝŶ
ũĂƐŵŽŶĂƚĞƐŝŐŶĂůůŝŶŐ͘EĂƚƵƌĞϮϬϬϳ͕ϰϰϴ͕ϲϲϲͲϲϳϭ͘
΀ϲϮ΁DƵƚŚƵƌĂŵĂůŝŶŐĂŵ͕D͕͘DĂƚƌŽƐ͕͕͘^ĐŚĞŝďĞ͕Z͕͘DŽĐŬ͕,͘ W͘ ͕ŝĞƚǌ͕<͘:͕͘dŚĞŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞͲ
ƐĞŶƐŝƟǀĞƉƌŽƚĞŽŵĞŽĨƚŚĞĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚŝŶǀŝƚƌŽĂŶĚŝŶǀŝǀŽ͘&ƌŽŶƚWůĂŶƚ^ĐŝϮϬϭϯ͕ϰ͕ϱϰ͘
΀ϲϯ΁tĂŶŐ͕,͕͘tĂŶŐ͕^͕͘>Ƶ͕z͘ ͕ůǀĂƌĞǌ͕^͕͘ĞƚĂů͕͘WƌŽƚĞŽŵŝĐĂŶĂůǇƐŝƐŽĨĞĂƌůǇͲƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞƌĞĚŽǆͲƐĞŶƐŝƟǀĞ
ƉƌŽƚĞŝŶƐŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ͘:WƌŽƚĞŽŵĞZĞƐϮϬϭϮ͕ϭϭ͕ϰϭϮͲϰϮϰ͘
΀ϲϰ΁ůǀĂƌĞǌ͕^͕͘ŚƵ͕D͕͘ŚĞŶ͕^͕͘WƌŽƚĞŽŵŝĐƐŽĨƌĂďŝĚŽƉƐŝƐƌĞĚŽǆƉƌŽƚĞŝŶƐ ŝŶƌĞƐƉŽŶƐĞƚŽŵĞƚŚǇů
ũĂƐŵŽŶĂƚĞ͘:WƌŽƚĞŽŵŝĐƐϮϬϬϵ͕ϳϯ͕ϯϬͲϰϬ͘
ϭϬϵ
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Chapter 5
THE DYNAMICS OF PROTEIN-BOUND 
METHIONINE OXIDATION EVENTS 
IN A.THALIANA DURING OXIDATIVE 
STRESS 
SILKE JACQUES, BART GHESQUIÈRE, PIETER-JAN DE BOCK, PATRICK WILLEMS, 
FRANK VAN BREUSEGEM AND KRIS GEVAERT
ϭϭϮ
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ƉŽƐƩƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶ͕ǁŚŝĐŚŝƐŝŶĐƌĞĂƐŝŶŐůǇƐƵŐŐĞƐƚĞĚĂƐĂŵĞĐŚĂŶŝƐŵďǇǁŚŝĐŚƉƌŽƚĞŝŶƐƉĞƌĐĞŝǀĞ
ŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐĂŶĚĨƵŶĐƟŽŶŝŶƌĞĚŽǆƐŝŐŶĂůůŝŶŐ͘/ĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐǁŝƚŚŽǆŝĚŝǌĞĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐŝƐĂ
ĮƌƐƚƉƌĞƌĞƋƵŝƐŝƚĞƚŽǁĂƌĚƐƵŶĚĞƌƐƚĂŶĚŝŶŐƚŚĞĨƵŶĐƟŽŶĂůĞīĞĐƚŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶŽŶƉƌŽƚĞŝŶƐĂŶĚ
ƚŚĞďŝŽůŽŐŝĐĂůƉƌŽĐĞƐƐĞƐŝŶǁŚŝĐŚƚŚĞǇĂƌĞŝŶǀŽůǀĞĚ͘,ĞƌĞ͕ǁĞĚĞƐĐƌŝďĞĂƉƌŽƚĞŽŵĞͲǁŝĚĞƐƚƵĚǇŽĨin vivo 
ƉƌŽƚĞŝŶͲďŽƵŶĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶŝŶƉůĂŶƚƐƵƉŽŶŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͕ƵƐŝŶŐArabidopsis thaliana d>^ 
ϮŬŶŽĐŬͲŽƵƚƉůĂŶƚƐĂƐĂŵŽĚĞůƐǇƐƚĞŵ͘tĞŝĚĞŶƟĮĞĚĂƉƉƌŽǆŝŵĂƚĞůǇϱϬϬƐŝƚĞƐŽĨŽǆŝĚĂƟŽŶŝŶĂďŽƵƚϰϬϬ
ƉƌŽƚĞŝŶƐ͕ĂŶĚƋƵĂŶƟĮĞĚƚŚĞĚŝīĞƌĞŶĐĞƐŝŶŽǆŝĚĂƟŽŶďĞƚǁĞĞŶǁŝůĚͲƚǇƉĞĂŶĚd>^ϮŬŶŽĐŬͲŽƵƚƉůĂŶƚƐ͘
&ƵƌƚŚĞƌ͕ ďǇƐĂŵƉůŝŶŐŽǀĞƌƟŵĞ͕ǁĞŵĂƉƉĞĚƚŚĞĚǇŶĂŵŝĐƐŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶĂŶĚŐĂŝŶĞĚŶĞǁ
ŝŶƐŝŐŚƚƐŝŶƚŽƚŚŝƐĐŽŵƉůĞǆĂŶĚĚǇŶĂŵŝĐůĂŶĚƐĐĂƉĞŽĨƚŚĞƉĂƌƚŽĨƚŚĞƉůĂŶƚƉƌŽƚĞŽŵĞƚŚĂƚŝƐƐĐƵůƉƚĞĚďǇ
ŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͘
ϭϭϰ
ŚĂƉƚĞƌϱ
 
/EdZKhd/KE
ĞůůƵůĂƌŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐŝƐƚŚĞƌĞƐƵůƚŽĨĂŶŝŵďĂůĂŶĐĞďĞƚǁĞĞŶŽǆŝĚŝǌŝŶŐĂŶĚƌĞĚƵĐŝŶŐĐĞůůƵůĂƌĂŐĞŶƚƐĂŶĚ
ĞŶǌǇŵĞƐ͕ĂŶĚĐŽŶƐŝĚĞƌĞĚƚŽďĞĂŵĂũŽƌĚĂŵĂŐŝŶŐĨĂĐƚŽƌ΀ϭ΁͘dŚĞŝĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶŽĨƚŚŽƐĞƉƌŽƚĞŝŶƐ͕ƚŽŐĞƚŚĞƌ
ǁŝƚŚƚŚĞŝƌƌĞĚŽǆŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐ͕ƚŚĂƚĂƌĞŝŶǀŽůǀĞĚŝŶƌĞƐƉŽŶƐĞƐƚŽŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐŝƐŶĞĞĚĞĚĨŽƌĂĚĚƌĞƐƐŝŶŐ
ŬĞǇƋƵĞƐƟŽŶƐŽŶƵŶĚĞƌƐƚĂŶĚŝŶŐŚŽǁƉůĂŶƚƐƉĞƌĐĞŝǀĞĂŶĚĂĚũƵƐƚƚŽĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚĂůƐƚƌĞƐƐĨĂĐƚŽƌƐ͘^ƵĐŚ
ĂĚǀĞƌƐĞĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚĂůĐŽŶĚŝƟŽŶƐŝŶĚĞĞĚŝŵƉĂĐƚŽŶƉůĂŶƚŐƌŽǁƚŚĂŶĚƋƵĂůŝƚǇŚĞŶĐĞ͕ŬŶŽǁŝŶŐƚŚĞŬĞǇ
ƉƌŽƚĞŝŶƉůĂǇĞƌƐŵŝŐŚƚůĞĂĚƚŽŶĞǁŽƉƉŽƌƚƵŶŝƟĞƐƚŽǁĞĂƉŽŶĨŽŽĚĂŶĚĨĞĞĚĐƌŽƉƐĂŐĂŝŶƐƚĨŽƌĞĐĂƐƚĞĚĐůŝŵĂƚĞ
ĐŚĂŶŐĞƐ͘dŚĞ ůĂƩĞƌĂƌĞĞǆƉĞĐƚĞĚƚŽƚƌŝŐŐĞƌƐƵƐƚĂŝŶĞĚĞǆƉŽƐƵƌĞŽĨƉůĂŶƚƐƚŽĂďŝŽƟĐƐƚƌĞƐƐ͕ƌĞŶĚĞƌŝŶŐ
ƚŚĞŵǀƵůŶĞƌĂďůĞ͕ƚŚƵƐƵƌŐŝŶŐƚŚĞŶĞĐĞƐƐŝƚǇĨŽƌƐƵƐƚĂŝŶĂďůĞƐŽůƵƟŽŶƐƚŽŝŵƉƌŽǀĞĐƌŽƉƐ͘WůĂŶƚƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐ
ƉƌŽǀŝĚĞƐĂŶĞǆĐĞůůĞŶƚǁĂǇƚŽĚĞůŝǀĞƌƚŚĞƐĐŝĞŶƟĮĐŬŶŽǁůĞĚŐĞƚŚĂƚŝƐƚƌĂŶƐůĂƚĂďůĞŝŶƚŽƵƐĞĨƵůĂƉƉůŝĐĂƟŽŶƐ
ĨŽƌĐƌŽƉŝŵƉƌŽǀĞŵĞŶƚƚŚƌŽƵŐŚŝĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶŽĨƚĂƌŐĞƚƉƌŽƚĞŝŶƐĂīĞĐƚĞĚďǇƚŚĞŽǆŝĚĂƟǀĞďƵƌĚĞŶ΀ϮͲϰ΁͘
/ŵƉŽƌƚĂŶƚůǇ͕ƚŚĞĂĐĐƵŵƵůĂƟŽŶŽĨƌĞĂĐƟǀĞŽǆǇŐĞŶŽƌŶŝƚƌŽŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐ;ZK^ͬZE^ͿƵƉŽŶŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ
ŶŽƚŽŶůǇůĞĂĚƐƚŽĚĂŵĂŐĞŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐ͕ŽůŝŐŽŶƵĐůĞŽƟĚĞƐ͕ƐƵŐĂƌƐĂŶĚůŝƉŝĚƐ͕ďƵƚZK^ĂŶĚZE^ĂůƐŽĞǀŽŬĞ
ĐĞůůƵůĂƌƐŝŐŶĂůŝŶŐĞǀĞŶƚƐ΀ϱͲϲ΁͘,ĞƌĞ͕ŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞŝƐƉĂƌƟĐƵůĂƌůǇŝŶƚĞƌĞƐƟŶŐĂƐĂŶŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ
ƐŝŐŶĂůŝŶŐŵŽůĞĐƵůĞ΀ϳ΁ĚƵĞƚŽ ŝƚƐƌĞůĂƟǀĞůǇ ůŽŶŐŚĂůĨͲůŝĨĞ;ϭŵƐͿĂŶĚŝƚƐƐŝǌĞƚŚĂƚĞŶĂďůĞƐ ŝƚƚŽŽǆŝĚŝǌĞ
ďŝŽŵŽůĞĐƵůĞƐ ŝŶĐŽŵƉĂƌƚŵĞŶƚƐŽƚŚĞƌ ƚŚĂŶ ƚŚĞƐŝƚĞŽĨŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞŐĞŶĞƌĂƚŝŽŶĂŶĚĞǀĞŶ ŝŶ
ŶĞŝŐŚďŽƌŝŶŐĐĞůůƐ΀ϴ΁͘,ŽǁĞǀĞƌ͕  ŝŶƉůĂŶƚĐĞůůƐ ůŝƩůĞŝƐŬŶŽǁŶŚŽǁĞǆĂĐƚůǇĐŚĂŶŐĞƐŝŶŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞ
ůĞǀĞůƐĐĂŶůĞĂĚƚŽĂĮŶĂůŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐƌĞƐƉŽŶƐĞ͘WĞƌĐĞƉƟŽŶŽĨĂŶĚŽǆŝĚĂƟŽŶďǇŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞ
;ŽƌĚĞƌŝǀĞĚƐƉĞĐŝĞƐͿƌĞǀĞĂůĞĚƐŽŵĞƌĞĚŽǆƌĞŐƵůĂƟŶŐƉƌŽƚĞŝŶƐ΀ϵ΁ďƵƚ ĨŽƌƚŚĞŵĂũŽƌŝƚǇŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐ ŝƚ
ƌĞŵĂŝŶƐƵŶŬŶŽǁŶǁŚĞƚŚĞƌŽǆŝĚĂƚŝŽŶ ůĞĂĚƐ ƚŽƐŝŐŶĂůŝŶŐĞǀĞŶƚƐŽƌ ƚŽĚĂŵĂŐĞ͘dŽƐƚƵĚǇƚŚĞ in vivo 
ĞīĞĐƚƐŽĨŝŶĐƌĞĂƐĞĚŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞůĞǀĞůƐ͕Arabidopsis d>^ϮŬŶŽĐŬͲŽƵƚƉůĂŶƚƐƐĞƌǀĞĂƐĂŐŽŽĚ
ŵŽĚĞůƐǇƐƚĞŵƐŝŶĐĞƚŚĞƐĞƉůĂŶƚƐĞŶĚŽŐĞŶŽƵƐůǇĂĐĐƵŵƵůĂƚĞ;ŚŝŐŚĞƌͿŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞůĞǀĞůƐ͕ŵĂŬŝŶŐ
ƚŚĞŵĂƉŚǇƐŝŽůŽŐŝĐĂůůǇŵŽƌĞƌĞůĞǀĂŶƚŵŽĚĞůƐǇƐƚĞŵ΀ϭϬ΁ĂƐĐŽŵƉĂƌĞĚƚŽƚŚĞĞǆŽŐĞŶŽƵƐĂƉƉůŝĐĂƟŽŶ
ŽĨŚŝŐŚĞƌŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞ ůĞǀĞůƐ΀ϭϭ΁͘dŚĞd>^ϮĞŶǌǇŵĞŝƐƚŚĞŵĂũŽƌ ůĞĂĨĐĂƚĂůĂƐĞ ŝƐŽĨŽƌŵ
out of three encoded in the Arabidopsis genome and as such the leading scavenger of hydrogen 
ƉĞƌŽǆŝĚĞ͕ǁŚŝĐŚ ŝƐƉƌŽĚƵĐĞĚďǇŐůǇĐŽůĂƚĞŽǆŝĚĂƐĞ ŝŶ ƚŚĞƉĞƌŽǆŝƐŽŵĞƐƵƉŽŶƉŚŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƚŝŽŶ ΀ϭϮ΁͘
ŶĚŽŐĞŶŽƵƐůǇƉƌŽĚƵĐĞĚŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞ ŝƐĐĂƉĂďůĞƚŽĚŝƌĞĐƚůǇŽǆŝĚŝǌĞƚŚĞƚǁŽƐƵůĨƵƌͲĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐ
ĂŵŝŶŽĂĐŝĚƐ͕ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞĂŶĚĐǇƐƚĞŝŶĞ͘KǆŝĚĂƟŽŶŽĨĐǇƐƚĞŝŶĞŝŶƉĂƌƟĐƵůĂƌŚĂƐďĞĞŶŝŶƚĞŶƐŝǀĞůǇƐƚƵĚŝĞĚ
ĂŶĚ ŝƚ ŝƐŬŶŽǁŶƚŚĂƚ ŝƚƐĚŝĨĨĞƌĞŶƚŽǆŝĚĂƚŝŽŶƐƚĂƚĞƐĐĂŶ ŝŵƉĂĐƚŽŶĚŝǀĞƌƐĞƉƌŽƚĞŝŶĨƵŶĐƚŝŽŶƐ΀ϭϯͲϭϰ΁͘
DĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶŽŶƚŚĞŽƚŚĞƌŚĂŶĚƌĞĐĞŝǀĞĚ ůĞƐƐĂƩĞŶƟŽŶĂŶĚ͕ ŝŶƉůĂŶƚƐ͕ŽŶůǇĂĨĞǁĞǆĂŵƉůĞƐ
ŽĨĨƵŶĐƟŽŶĂůĐŽŶƐĞƋƵĞŶĐĞƐŽĨƚŚŝƐŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶŚĂǀĞďĞĞŶĚĞƐĐƌŝďĞĚ΀ϭϱͲϭϴ΁͘ƵĞƚŽŝƚƐ ůŽǁŽǆŝĚĂƟŽŶ
ƉŽƚĞŶƟĂů͕ŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞĐĂŶƌĞĂĚŝůǇŽǆŝĚŝǌĞŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƚŽŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞ;DĞƚKͿ͕ǁŚŝĐŚĐĂŶ
ƚŚĞŶďĞĨƵƌƚŚĞƌŽǆŝĚŝǌĞĚƚŽŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽŶĞ͕ĂůƚŚŽƵŐŚƚŽĂŵƵĐŚůĞƐƐĞƌĞǆƚĞŶƚ΀ϭϵͲϮϬ΁͘DĞƚŚŝŽŶŝŶĞ
ƐƵůĨŽǆŝĚĂƚŝŽŶĐĂŶďĞĐŽƵŶƚĞƌĞĚďǇŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞƌĞĚƵĐƚĂƐĞƐ ;D^ZƐͿ ΀Ϯϭ΁͘hƉŽŶŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ
ŽǆŝĚĂƚŝŽŶ͕ ƚǁŽƐƚĞƌĞŽͲŝƐŽŵĞƌƐŵĂǇ ĨŽƌŵ ;ZͲDĞƚKĂŶĚ^ͲDĞƚKͿĂŶĚĂĐĐŽƌĚŝŶŐůǇ ƚǁŽ ĨĂŵŝůŝĞƐŽĨ
ƐƚĞƌĞŽƐƉĞĐŝĨŝĐD^ZƐĞǀŽůǀĞĚ͖D^Z ŝƐŽĨŽƌŵƐƌĞĚƵĐĞ^ͲDĞƚKĂŶĚD^ZZͲDĞƚK΀ϮϮ΁͘ Arabidopsis 
thalianaĐŽŶƚĂŝŶƐϱD^ZŐĞŶĞƐĞŶĐŽĚŝŶŐƚŚƌĞĞĐǇƚŽƐŽůŝĐ;D^Zϭ͕D^ZϮĂŶĚD^ZϯͿ͕ŽŶĞĐŚůŽƌŽƉůĂƐƟĐ
;D^ZϰͿĂŶĚŽŶĞŝƐŽĨŽƌŵƚĂƌŐĞƚĞĚƚŽƚŚĞƐĞĐƌĞƚŽƌǇƉĂƚŚǁĂǇ;D^ZϱͿ΀Ϯϯ΁͘dŚĞϵD^ZƉƌŽƚĞŝŶƐƉƌĞƐĞŶƚ
in ArabidopsisĂƌĞĂůƐŽƚĂƌŐĞƚĞĚƚŽĚŝīĞƌĞŶƚŽƌŐĂŶĞůůĞƐ͖D^ZϭĂŶĚϮĂƌĞůŽĐĂůŝǌĞĚŝŶƚŚĞĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚ͕
ϭϭϱ
d,zED/^K&WZKd/EͲKhEDd,/KE/EKy/d/KEsEd^/E͘d,>/EhZ/E'Ky/d/s^dZ^^
ϯŝƐĚĞƐŝŐŶĂƚĞĚƚŽƚŚĞƐĞĐƌĞƚŽƌǇƉĂƚŚǁĂǇ͕ ǁŚŝůĞƚŚĞŽƚŚĞƌƐŝǆD^ZƉƌŽƚĞŝŶƐĂƌĞĐǇƚŽƐŽůŝĐ΀ϮϰͲϮϱ΁͘ůƐŽ
ŽƚŚĞƌƉůĂŶƚƐƐƵĐŚĂƐƉŽƉůĂƌǁŝƚŚϱD^ZƐĂŶĚϰD^ZƐ͕ĂŶĚƌŝĐĞ͕ĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐϰD^ZƐĂŶĚϯD^ZƐ
΀Ϯϲ΁͕ĞǆƉƌĞƐƐĂĐŽŶƐŝĚĞƌĂďůǇůĂƌŐĞƌŶƵŵďĞƌŽĨD^ZĞŶǌǇŵĞƐĂƐĐŽŵƉĂƌĞĚƚŽŵĂŵŵĂůƐ͕ƚŚĞůĂƩĞƌŽŶůǇ
ĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐϰD^ZŐĞŶĞƐŝŶƚŽƚĂů΀Ϯϳ΁͘/ŶƉůĂŶƚƐ͕ŵŽƐƚŽĨƚŚĞŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶƐƚƵĚŝĞƐƚŚƵƐĨĂƌĨŽĐƵƐĞĚ
ŽŶƚŚĞĚŝīĞƌĞŶƚĨƵŶĐƟŽŶƐŽĨD^ZƐƌĂƚŚĞƌƚŚĂŶŽŶƚŚĞŝŵƉĂĐƚĂŶĚĞǆƚĞŶƚŽĨŽǆŝĚĂƟŽŶŽĨƉƌŽƚĞŝŶͲďŽƵŶĚ
ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐ΀Ϯϴ΁͘DĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶĐĂƵƐĞƐĐŽŶǀĞƌƐŝŽŶŽĨƚŚĞŚǇĚƌŽƉŚŽďŝĐŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŝŶƚŽƚŚĞŵŽƌĞ
ŚǇĚƌŽƉŚŝůŝĐŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞ͘dŚŝƐĐŚĂŶŐĞ ŝŶƉŚǇƐŝĐŽĐŚĞŵŝĐĂůƉƌŽƉĞƌƟĞƐŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƚƌŝŐŐĞƌƐ
ƚŚĞĞǆƉŽƐƵƌĞŽĨŽƚŚĞƌǁŝƐĞ ŝŶĂĐĐĞƐƐŝďůĞďƵƌŝĞĚƌĞŐŝŽŶƐĂƐƚŚĞŶŽǁŚǇĚƌŽƉŚŝůŝĐŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞ
ŝƐĐĂƉĂďůĞƚŽƉŽƐŝƟŽŶŝƚƐĞůĨĂƚƚŚĞƐƵƌĨĂĐĞ΀Ϯϵ΁͘/ŶƉůĂŶƚƐ͕ĂůŽƐƐŽĨŚǇĚƌŽƉŚŽďŝĐƌĞĐŽŐŶŝƟŽŶƐŝƚĞƐƵƉŽŶ
ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶǁĂƐĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞĚĨŽƌƐĞƌŝŶĞƉŚŽƐƉŚŽƌǇůĂƟŽŶŽĨŶŝƚƌĂƚĞƌĞĚƵĐƚĂƐĞ΀ϯϬ΁ĂŶĚĂůŽƐƐ
ŽĨĐŚĂƉĞƌŽŶĞͲůŝŬĞĂĐƟǀŝƚǇƵƉŽŶŽǆŝĚĂƟŽŶŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞĨŽƌƚŚĞƐŵĂůůŚĞĂƚƐŚŽĐŬƉƌŽƚĞŝŶ,ƐƉϮϭ΀ϯϭ΁͘
dŚĞĐƵƌƌĞŶƚ ůĂĐŬŽĨ ĂŶƟďŽĚŝĞƐƚŚĂƚƐƉĞĐŝĮĐĂůůǇƚĂƌŐĞƚŽǆŝĚŝǌĞĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƌĞƐŝĚƵĞƐŐƌĞĂƚůǇ ŝŵƉĂŝƌĞĚ
ƉƌŽƚĞŽŵĞͲǁŝĚĞƐƚƵĚŝĞƐŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƚŝŽŶĞǀĞŶƚƐ ŝŶƉůĂŶƚƐ ΀ϯϮ΁͘,ĞƌĞ͕ǁĞ ŝŵƉůĞŵĞŶƚĞĚƚŚĞ
ƌĞĐĞŶƚůǇĚĞǀĞůŽƉĞĚK&Z/ƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐƚĞĐŚŶŽůŽŐǇƚŚĂƚƌĞůŝĞƐŽŶĚŝĂŐŽŶĂůƉĞƉƟĚĞĐŚƌŽŵĂƚŽŐƌĂƉŚǇ
and the specificity of MSRs to isolate peptides carrying in vivoŽǆŝĚŝǌĞĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐ͕ǁŚŝĐŚĂƌĞ
ƐƵďƐĞƋƵĞŶƚůǇĂŶĂůǇǌĞĚďǇ ƚĂŶĚĞŵŵĂƐƐ ƐƉĞĐƚƌŽŵĞƚƌǇ ΀ϯϯͲϯϰ΁ĂůůŽǁŝŶŐ ƚŚĞ ŝĚĞŶƚŝĨŝĐĂƚŝŽŶŽĨ ƚŚĞ
ĞǆĂĐƚ ƐŝƚĞƐŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƚŝŽŶ͘dŚŝƐĞŶĂďůĞĚƵƐ ƚŽĐŚĂƌƚ in vivo protein-bound methionine 
ŽǆŝĚĂƚŝŽŶ ŝŶArabidopsis thaliana ĨŽůůŽǁŝŶŐŽǆŝĚĂƚŝǀĞ ƐƚƌĞƐƐ͘dŚŝƐƉŝŽŶĞĞƌŝŶŐŵĂƉƐƵŐŐĞƐƚƐ ƚŚĂƚ
ƵŶĚĞƌ ƚŚĞƐĞĐŽŶĚŝƚŝŽŶƐŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƚŝŽŶ ŝƐŶŽƚĂ ƌĂŶĚŽŵĞǀĞŶƚ͕ďƵƚŵŝŐŚƚ ƐƚĞĞƌŵŽůĞĐƵůĂƌ
ƐŝŐŶĂůŝŶŐĞǀĞŶƚƐ͘&ƵƌƚŚĞƌ͕ ǁĞĐŽŵƉĂƌĞĚĚŝīĞƌĞŶĐĞƐ ŝŶŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶďĞƚǁĞĞŶǁŝůĚͲƚǇƉĞĂŶĚ
d>^ϮŵƵƚĂŶƚƐĂŶĚĐĂƉƚƵƌĞĚƚŚĞĚǇŶĂŵŝĐƐŽĨŽǆŝĚĂƟŽŶďǇƟŵĞͲƌĞƐŽůǀĞĚƉƌŽƚĞŽŵĞĂŶĂůǇƐŝƐ͘
  
Z^h>d^
WƌŽƚĞŽŵĞĂŶĂůǇƐŝƐŽĨŝŶǀŝǀŽƉƌŽƚĞŝŶͲďŽƵŶĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ
DĂƉƉŝŶŐŽĨŽǆŝĚĂƟŽŶͲƐĞŶƐŝƟǀĞŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐŝŶArabidopsis thalianaƉƌŽƚĞŝŶƐǁĂƐĚŽŶĞďǇĂƉƉůǇŝŶŐƚŚĞ
K&Z/ƚĞĐŚŶŽůŽŐǇ΀ϯϯ΁ǁŚŝĐŚďĂƐŝĐĂůůǇĐŽŶƐŝƐƚƐŽĨƚŚƌĞĞĐŽŶƐĞĐƵƟǀĞƐƚĞƉƐ͗;ϭͿƉĞƉƟĚĞĨƌĂĐƟŽŶĂƟŽŶ
ďĂƐĞĚŽŶŚǇĚƌŽƉŚŽďŝĐŝƚǇ;ZWͲ,W>Ϳ͕;ϮͿƚƌĞĂƚŵĞŶƚŽĨĨƌĂĐƟŽŶĂƚĞĚƉĞƉƟĚĞƐǁŝƚŚƌĞĐŽŵďŝŶĂŶƚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ
ƐƵůĨŽǆŝĚĞƌĞĚƵĐƚĂƐĞƐĂŶĚϯ͕ĂŶĚ;ϯͿƌĞͲĨƌĂĐƟŽŶĂƟŽŶŽĨƚŚĞƚƌĞĂƚĞĚĨƌĂĐƟŽŶƐďǇZWͲ,W>͘Arabidopsis 
d>^ϮŬŶŽĐŬͲŽƵƚůŝŶĞcat2-2ǁĞƌĞƵƐĞĚĂƐĂŵŽĚĞůƐǇƐƚĞŵƚŽƐƚƵĚǇƚŚĞĞīĞĐƚƐŽŶƚŚĞƉƌŽƚĞŽŵĞƵƉŽŶ
ŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͘^ŝŶĐĞƉŚŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƟŽŶŝƐĂƉƌŝŵĂƌǇƐŽƵƌĐĞŽĨŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞŝŶƉŚŽƚŽƐǇŶƚŚĞƟĐƟƐƐƵĞ
΀ϯϴͿ͕ƚŚĞĐĂƚĂůĂƐĞŬŶŽĐŬͲŽƵƚƉůĂŶƚƐĂƐǁĞůůĂƐǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐǁĞƌĞŐƌŽǁŶƵŶĚĞƌĞůĞǀĂƚĞĚKϮůĞǀĞůƐ;ϯ͕ϬϬϬ
ƉƉŵͿƚŽďůŽĐŬŽǆǇŐĞŶĂƟŽŶŽĨƌŝďƵůŽƐĞͲϭ͕ϱͲďŝƉŚŽƐƉŚĂƚĞĂŶĚĂƐƐƵĐŚŚŝŶĚĞƌƉŚŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƟŽŶ͘dƌĂŶƐĨĞƌƌŝŶŐ
ƉůĂŶƚƐĂŌĞƌĮǀĞǁĞĞŬƐƚŽĂĐŽŶƟŶƵŽƵƐŚŝŐŚůŝŐŚƚŝƌƌĂĚŝĂƟŽŶƌĞŐŝŵĞƵŶĚĞƌĂŵďŝĞŶƚĂŝƌĐŽŶĚŝƟŽŶƐ;ϰϬϬ
ƉƉŵKϮͿ͕ƉŚŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƚŽƌǇͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚŐĞŶĞƌĂƟŽŶŽĨŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞǁĂƐĞŶĚŽŐĞŶŽƵƐůǇŵŽĚƵůĂƚĞĚ͘
/ŶĚĞĞĚ͕ĂƐƚŚĞƐĞŐƌŽǁƚŚĐŽŶĚŝƟŽŶƐďŽŽƐƚƉŚŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƟŽŶ͕ŐůǇĐŽůĂƚĞŝƐƉƌŽĚƵĐĞĚǁŚŝĐŚŝƐƐƵďƐĞƋƵĞŶƚůǇ
ĐŽŶǀĞƌƚĞĚŝŶƚŚĞƉĞƌŽǆŝƐŽŵĞƐƚŽŐůǇŽǆǇůĂƚĞďǇŐůǇĐŽůĂƚĞŽǆŝĚĂƐĞĐŽŶĐŽŵŝƚĂŶƚǁŝƚŚƚŚĞƌĞůĞĂƐĞŽĨŚǇĚƌŽŐĞŶ
ƉĞƌŽǆŝĚĞ΀ϭϮ΁͘dŚƵƐ͕ŚĞƌĞǁĞĂƐƐĞƐƐĞĚƉƌŝŵĂƌŝůǇƚŚĞŽǆŝĚĂƟŽŶŽĨƉƌŽƚĞŝŶͲďŽƵŶĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐĐĂƵƐĞĚďǇ
ŝŶĐƌĞĂƐĞĚĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶƐŽĨŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞŽƌŝŐŝŶĂƟŶŐĨƌŽŵƚŚĞƉĞƌŽǆŝƐŽŵĞƐ͘DŝĚĚůĞĂŐĞĚůĞĂǀĞƐŽĨ
ĮǀĞͲǁĞĞŬŽůĚǁŝůĚͲƚǇƉĞĂŶĚĐĂƚĂůĂƐĞŬŶŽĐŬͲŽƵƚƉůĂŶƚƐǁĞƌĞŚĂƌǀĞƐƚĞĚĂƚϭĂŶĚϯŚĨŽůůŽǁŝŶŐƚŚĞŽŶƐĞƚ
ŽĨƉŚŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƚŽƌǇƐƚƌĞƐƐ͘dŚĞƐĞƟŵĞƉŽŝŶƚƐǁĞƌĞĐŚŽƐĞŶďĂƐĞĚŽŶŽƵƌƋͲWZƌĞƐƵůƚƐŽĨŚǇĚƌŽŐĞŶ
ϭϭϲ
ŚĂƉƚĞƌϱ
ƉĞƌŽǆŝĚĞƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞŐĞŶĞƐ;^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂů&ŝŐƵƌĞ^ϭͿĂŶĚĂůůŽǁĞĚƵƐƚŽĐĂƉƚƵƌĞƚŚĞĞĂƌůǇĚǇŶĂŵŝĐƐŽĨ
ŵĞƚŚŝŽŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶĞǀĞŶƚƐĚƵƌŝŶŐŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͘&ŽůůŽǁŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶĞǆƚƌĂĐƟŽŶĂŶĚƉƌŽƚĞŽůǇƟĐĐůĞĂǀĂŐĞ
;ĞŶĚŽƉƌŽƚĞŝŶĂƐĞ>ǇƐͲͿ͕ƉŽƐƚͲŵĞƚĂďŽůŝĐ ůĂďĞůŝŶŐŽĨƉĞƉƟĚĞƐ͕ƵƐŝŶŐĞŝƚŚĞƌůŝŐŚƚ;ϭϮϯͿŽƌŚĞĂǀǇ;ϭϯϯͿ
ƉƌŽƉŝŽŶĂƚĞ͕ǁĂƐƉĞƌĨŽƌŵĞĚƚŽĐŽŵƉĂƌĞtdǀĞƌƐƵƐCAT2-2ƉƌŽƚĞŽŵĞƐ͘dŚĞƐĞ͞ ŵĂƐƐƚĂŐƐ͟ŽŶƚŚĞŝĚĞŶƟĮĞĚ
DĞƚKƉĞƉƟĚĞƐǁŝůůƉŽŝŶƚƚŽƚŚĞĞǆĂĐƚŽƌŝŐŝŶŽĨƚŚĞƉĞƉƟĚĞƐ͕ǁŚŝůĞƚŚĞŝŽŶƐŝŐŶĂůƐƚŚĞŵƐĞůǀĞƐĂůůŽǁĨŽƌĂ
ƋƵĂŶƟƚĂƟǀĞĐŽŵƉĂƌŝƐŽŶďĞƚǁĞĞŶƚŚĞŐĞŶŽƚǇƉĞƐ;&ŝŐƵƌĞϭͿ͘dŽĞǆĐůƵĚĞƚŚĂƚƚŚĞŽďƐĞƌǀĞĚĚŝīĞƌĞŶĐĞƐŝŶ
ƚŚĞĚĞŐƌĞĞŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶǁĞƌĞĐĂƵƐĞĚďǇĚŝīĞƌĞŶĐĞƐŝŶƉƌŽƚĞŝŶůĞǀĞůƐ͕ǁĞƉĞƌĨŽƌŵĞĚŝŶƉĂƌĂůůĞů
ĂƋƵĂŶƟƚĂƟǀĞƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐƐĐƌĞĞŶ͘
&ŝŐƵƌĞϭ͗^ĐŚĞŵĂƟĐŽǀĞƌǀŝĞǁŽĨƚŚĞĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚĂůǁŽƌŬŇŽǁ͘
ĂƚĂůĂƐĞŬŶŽĐŬͲŽƵƚ;dϮͲϮͿĂŶĚǁŝůĚͲƚǇƉĞ;tdͿƉůĂŶƚƐǁĞƌĞŐƌŽǁŶƵŶĚĞƌŚŝŐŚKϮĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶƐ;ϯ͕ϬϬϬƉƉŵͿĂŶĚŽƌŐĂŶŝǌĞĚ
ĂĐĐŽƌĚŝŶŐƚŽĂĐŽŵƉůĞƚĞůǇƌĂŶĚŽŵŝǌĞĚďůŽĐŬĚĞƐŝŐŶŝŶĂϭϮ͗ϭϮ>ͬƌĞŐŝŵĞ͘&ŝǀĞͲǁĞĞŬŽůĚƉůĂŶƚƐǁĞƌĞĞǆƉŽƐĞĚƚŽĐŽŶƟŶƵŽƵƐŚŝŐŚ
ůŝŐŚƚŝƌƌĂĚŝĂƟŽŶ;ϭϮϬϬʅŵŽůŵ-2 s-ϭͿƵŶĚĞƌĂŵďŝĞŶƚĂŝƌ;ϰϬϬƉƉŵͿ͘DŝĚĚůĞĂŐĞĚůĞĂǀĞƐ;ŝŶĚŝĐĂƚĞĚǁŝƚŚƌĞĚĚŽƚƐͿŽĨϭϱƉůĂŶƚƐƉĞƌůŝŶĞ
ǁĞƌĞƐĂŵƉůĞĚϭŚĂŶĚϯŚĂŌĞƌƚŚĞŽŶƐĞƚŽĨƚŚĞŚŝŐŚůŝŐŚƚƐƚƌĞƐƐĂŶĚƉŽŽůĞĚĨŽƌĨƵƌƚŚĞƌĂŶĂůǇƐŝƐ͘ŌĞƌĚŝŐĞƐƟŽŶǁŝƚŚĞŶĚŽƉƌŽƚĞŝŶĂƐĞ
>ǇƐͲĂŶĚƉŽƐƚͲŵĞƚĂďŽůŝĐƉĞƉƟĚĞůĂďĞůŝŶŐ͕ĞƋƵĂůĂŵŽƵŶƚƐŽĨƐĂŵƉůĞƐǁĞƌĞŵŝǆĞĚĂŶĚĂƉƉůŝĞĚƚŽK&Z/ͲďĂƐĞĚŝƐŽůĂƟŽŶŽĨDĞƚK
ƉĞƉƟĚĞƐ͘ƉĂƌĂůůĞůƐŚŽƚŐƵŶƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐŽĨƚŚĞƐĂŵĞƐĂŵƉůĞƐĂůůŽǁĞĚĐŽƌƌĞĐƟŶŐĨŽƌƉŽƐƐŝďůĞĚŝīĞƌĞŶĐĞƐŝŶŽǀĞƌĂůůƉƌŽƚĞŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞ͘
ϭϭϳ
d,zED/^K&WZKd/EͲKhEDd,/KE/EKy/d/KEsEd^/E͘d,>/EhZ/E'Ky/d/s^dZ^^
tĞ ŝĚĞŶƚŝĨŝĞĚϱϭϯŽǆŝĚĂƚŝŽŶƐŝƚĞƐ ŝŶϰϬϯƉƌŽƚĞŝŶƐ͘&ŽůůŽǁŝŶŐϭŚŽĨŚŝŐŚ ůŝŐŚƚĞǆƉŽƐƵƌĞ͕ϯϲϱDĞƚK
ƉĞƉƚŝĚĞƐ ŝŶϮϵϲƉƌŽƚĞŝŶƐǁĞƌĞĨŽƵŶĚ͕ǁŚĞƌĞĂƐĂĨƚĞƌϯŚ͕ϯϱϰDĞƚKƉĞƉƚŝĚĞƐ ŝŶϮϵϰƉƌŽƚĞŝŶƐǁĞƌĞ
ŝĚĞŶƟĮĞĚ;^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂů&ŝŐƵƌĞ^Ϯ͕^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂůdĂďůĞ^ϭͿ͘ /ŶƚĞƌĞƐƟŶŐůǇ͕ƚŚĞƌĞŝƐĂŶŽǀĞƌůĂƉŽĨϭϴϲ
ƉƌŽƚĞŝŶƐǁŝƚŚDĞƚKƐŝƚĞƐŝĚĞŶƟĮĞĚĂƚďŽƚŚƟŵĞͲƉŽŝŶƚƐ;dĂďůĞϭͿ͘ŶŽǀĞƌǀŝĞǁŽĨĂůůDĞƚKͲĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐ
proteins identified in our study is further made available via ŚƚƚƉ͗ͬͬǁǁǁ͘ƉƐď͘ƵŐĞŶƚ͘ďĞͬŵĞƚŽǆϭ ͘
dŚŝƐǁĞďƐŝƚĞĂůůŽǁƐƚŽĞĂƐŝůǇƚƌĂĐŬĂƉƌŽƚĞŝŶͲŽĨͲŝŶƚĞƌĞƐƚƵƐŝŶŐĂƋƵĞƌǇ ŝŶƚĞƌĨĂĐĞ͕ƐŚŽǁƐƚŚĞŝĚĞŶƟĮĞĚ
ƉĞƉƚŝĚĞ;ƐͿŵĂƉƉĞĚŽŶƚŽƚŚĞƉƌŽƚĞŝŶ͛ƐĂŵŝŶŽĂĐŝĚƐĞƋƵĞŶĐĞĂŶĚĚŝƐƉůĂǇƐƋƵĂŶƚŝƚĂƚŝǀĞĚŝĨĨĞƌĞŶĐĞƐ
ŝŶŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶďĞƚǁĞĞŶĐĂƚĂůĂƐĞŬŶŽĐŬͲŽƵƚĂŶĚǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐ͘  
dĂďůĞϭ͘KǀĞƌǀŝĞǁŽĨƚŚĞŽǆŝĚĂƟŽŶĞǀĞŶƚƐŝĚĞŶƟĮĞĚϭŚĂŶĚϯŚĂŌĞƌƚŚĞŽŶƐĞƚŽĨŚŝŐŚůŝŐŚƚƐƚƌĞƐƐ
 
ŐĞŶĞŽŶƚŽůŽŐǇĞŶƌŝĐŚŵĞŶƚĂŶĂůǇƐŝƐ;ƉчϬ͘ϬϭͿǁĂƐƉĞƌĨŽƌŵĞĚĨŽƌƚŚĞϰϬϯŽǆŝĚŝǌĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐŝĚĞŶƟĮĞĚ
ǁŝƚŚƚŚĞĐŽŵƉůĞƚĞƉƌŽƚĞŽŵĞŽĨArabidopsis thalianaƵƐĞĚĂƐƚŚĞďĂĐŬŐƌŽƵŶĚƌĞĨĞƌĞŶĐĞƐĞƚ͘dŚŝƐ'K
ĂŶĂůǇƐŝƐƐŚŽǁĞĚƚŚĂƚƉĞƌŽǆŝƐŽŵĂůĂŶĚĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚƉƌŽƚĞŝŶƐǁĞƌĞƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚůǇŵŽƌĞĂďƵŶĚĂŶƚ ŝŶŽƵƌ
ĚĂƚĂƐĞƚ;&ŝŐƵƌĞϮͿ͘^ŝŶĐĞůŝŐŚƚ ŝƌƌĂĚŝĂƟŽŶŝƐĐĂƉƚƵƌĞĚďǇĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚƐ͕ĞǆĐĞƐƐ ůŝŐŚƚĐŽƵůĚĚŝƌĞĐƚůǇĂīĞĐƚ
ƉŚŽƚŽƐǇŶƚŚĞƚŝĐƉƌŽƚĞŝŶƐƉƌĞƐĞŶƚ ŝŶĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚƐ͕ĞǆƉůĂŝŶŝŶŐƚŚĞƉƌĞǀĂůĞŶĐĞŽĨƐƵĐŚƉƌŽƚĞŝŶƐǁŚĞŶ
ĐŽŶƐŝĚĞƌŝŶŐƚŚĞ'KƚĞƌŵƐůŝŶŬĞĚƚŽďŝŽůŽŐŝĐĂůƉƌŽĐĞƐƐĞƐ͘ůƐŽ͕ƉƌŽƚĞŝŶƐŝŶǀŽůǀĞĚŝŶĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚƌĞůŽĐĂƟŽŶ
΀ϯϵ΁ǁĞƌĞĞŶƌŝĐŚĞĚ͕ǁŚŝĐŚŵŝŐŚƚƉŽŝŶƚ ƚŽƚŚĞ ĨĂĐƚ ƚŚĂƚĐĞůůƐ ƚƌǇ ƚŽŵŝŶŝŵŝǌĞƚŚĞĐĂƉƚƵƌĞĚ ůŝŐŚƚďǇ
ƌĞůŽĐĂƟŶŐĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚƐ͘,ŝŐŚĞƌůĞǀĞůƐŽĨŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐƚŚƌŽƵŐŚƚŚĞĂĐƟǀĂƟŽŶŽĨƚŚĞƉŚŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƚŽƌǇ
ƉĂƚŚǁĂǇŝƐŝůůƵƐƚƌĂƚĞĚďǇƚŚĞĞŶŚĂŶĐĞĚ'KĐůĂƐƐĞƐŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐŝŶǀŽůǀĞĚŝŶƉŚŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƟŽŶĂŶĚŚǇĚƌŽŐĞŶ
ƉĞƌŽǆŝĚĞŵĞƚĂďŽůŝƐŵ͘EƵĐůĞŽůĂƌĂŶĚƌŝďŽƐŽŵĂůƉƌŽƚĞŝŶƐǁĞƌĞĂůƐŽƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚůǇĞŶƌŝĐŚĞĚŝŶŽƵƌĚĂƚĂƐĞƚ͕
ĂƐĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞĚďǇƚŚĞĞŶƌŝĐŚŵĞŶƚŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐŝŶǀŽůǀĞĚŝŶƌŝďŽƐŽŵĞďŝŽŐĞŶĞƐŝƐĂŶĚƚƌĂŶƐůĂƟŽŶ͘&ƵƌƚŚĞƌ͕ 
ƉƌŽƚĞŝŶƐŬŶŽǁŶƚŽŐĞƚ ůŽĐĂůŝǌĞĚƚŽƉůĂƐŵŽĚĞƐŵĂĂŶĚĂƉŽƉůĂƐƚƐǁĞƌĞƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚůǇĞŶƌŝĐŚĞĚ͕ĂƐǁĞůů
ĂƐƉƌŽƚĞŝŶƐ ŝŶǀŽůǀĞĚ ŝŶǁĂƚĞƌƚƌĂŶƐƉŽƌƚ͘dŚŝƐƐƵŐŐĞƐƚƐƚǁŽŵŽĚĞƐŽĨŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞĐŚĂŶŶĞůŝŶŐ͖
ƉůĂƐŵŽĚĞƐŵĂƉƌŽǀŝĚĞĂŐĂƚĞƚŽŶĞŝŐŚďŽƌŝŶŐĐĞůůƐ͕ǁŚŝůĞŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞĐŽƵůĚĂůƐŽƉĂƐƐ ŝŶƚŽƚŚĞ
ĂƉŽƉůĂƐƚ͕ƟůůŶŽǁŬŶŽǁŶĂƐĂĨƌĞĞƉĂƐƐĂŐĞĨŽƌǁĂƚĞƌĂŶĚƐŽůƵƚĞƐ͘ĚĚŝƟŽŶĂůůǇ͕ ĂƋƵĂƉŽƌŝŶƐǁĞƌĞĨŽƵŶĚƚŽ
ĂůƐŽƚƌĂŶƐƉŽƌƚŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞĂĐƌŽƐƐŵĞŵďƌĂŶĞƐ΀ϰϬ΁͘KǆŝĚŝǌĞĚŵĞŵďƌĂŶĞƉƌŽƚĞŝŶƐĂůƐŽĂƉƉĞĂƌĞĚƚŽ
ďĞĂŶĞŶƌŝĐŚĞĚ'KĐůĂƐƐ͘KƚŚĞƌƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚůǇĞŶƌŝĐŚĞĚ'KƚĞƌŵƐĐŽƵƉůĞĚƚŽďŝŽůŽŐŝĐĂůƉƌŽĐĞƐƐĞƐŝŶĐůƵĚĞ
͞ƌĞƐƉŽŶƐĞƚŽƐƚƌĞƐƐ͟ĂŶĚ͕ŵŽƌĞƐƉĞĐŝĮĐĂůůǇ͕ ƌĞƐƉŽŶƐĞƚŽZK^͕ĂŶĚŝŶƉĂƌƟĐƵůĂƌŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞĂƐǁĞůů
ĂƐƌĞƐƉŽŶƐĞƚŽůŝŐŚƚƐƟŵƵůƵƐ͘/ŶĂĚĚŝƟŽŶ͕ƉƌŽƚĞŝŶƐŝŶǀŽůǀĞĚŝŶƐĂůƚĂŶĚŽƐŵŽƟĐƐƚƌĞƐƐ͕ĂƐǁĞůůĂƐƉƌŽƚĞŝŶƐ
ĨƌŽŵƚŚĞŝŶŶĂƚĞŝŵŵƵŶĞƌĞƐƉŽŶƐĞ͕ƉƌŽƚĞŝŶƐƌĞƐƉŽŶĚŝŶŐƚŽƚĞŵƉĞƌĂƚƵƌĞ͕ďĂĐƚĞƌŝĂŽƌŝŶŽƌŐĂŶŝĐƐƵďƐƚĂŶĐĞƐ
;ĐŚĞŵŝĐĂůƐ͕ĂĐŝĚƐ͕ŵĞƚĂůƐͿĂƌĞĞŶƌŝĐŚĞĚ͘dĂŬĞŶƚŽŐĞƚŚĞƌ͕ ƚŚĞĞŶƌŝĐŚĞĚ'KĐůĂƐƐĞƐŽĨƌĞƐƉŽŶƐĞƚŽǁĂƌĚƐ
ĂďŝŽƟĐĂŶĚďŝŽƟĐƐƟŵƵůƵƐƉŽŝŶƚƚŽĂŐĞŶĞƌĂůƐƚƌĞƐƐƌĞƐƉŽŶƐĞĐůƵƐƚĞƌƵƉŽŶŽǆŝĚĂƟŽŶ͘KĨŶŽƚĞŝƐƚŚĂƚŶŽƚ
ŽŶůǇĞǆĞĐƵƚŽƌƐďƵƚĂůƐŽƌĞŐƵůĂƚŽƌƐŽĨƚŚĞĐĞůůƵůĂƌƌĞƐƉŽŶƐĞƚŽƐƚƌĞƐƐĂƌĞĞŶƌŝĐŚĞĚĂŵŽŶŐƚŚĞŽǆŝĚŝǌĞĚ
ϭNote that a username “metox” and a password “methi0nine” are needed to access the site. 
ϭϭϴ
ŚĂƉƚĞƌϱ
ƉƌŽƚĞŝŶƐ͘ĚĚŝƟŽŶĂůůǇ͕ ůŝŶŬƐƚŽŚŽƌŵŽŶĞƐŝŐŶĂůŝŶŐĂƉƉĞĂƌĂƐƐĂůŝĐǇůŝĐĂĐŝĚ;^ͿďŝŽƐǇŶƚŚĞƐŝƐĂŶĚƐǇƐƚĞŵŝĐ
ĂĐƋƵŝƌĞĚƌĞƐŝƐƚĂŶĐĞ;^ZͿŵĞĚŝĂƚĞĚďǇ^ƐŝŐŶĂůŝŶŐĂƌĞĨŽƵŶĚĞŶƌŝĐŚĞĚ͕ĂƐǁĞůůĂƐƉƌŽƚĞŝŶƐ ŝŶǀŽůǀĞĚ
ŝŶĂƵǆŝŶďŝŽƐǇŶƚŚĞƐŝƐ͘WƌŽƚĞŝŶƐ ůŝŶŬĞĚƚŽƚŚĞ'KƚĞƌŵ͞ŽǆŝĚŽƌĞĚƵĐƚĂƐĞĂĐƟǀŝƚǇ͟ ŝŶĐůƵĚĞƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶ͕
ƚǁŽD^ZƐ ;D^ZϮͬϯͿ͕ĂŶĚ ƚŚĞŵŝƚŽĐŚŽŶĚƌŝĂů >WϭĂŶĚϮƉƌŽƚĞŝŶƐ ƚŚĂƚĂƌĞƉĂƌƚŽĨ ƚŚĞŐůǇĐŝŶĞ
ĚĞĐĂƌďŽǆǇůĂƐĞĐŽŵƉůĞǆƚŚĂƚƌĞůĞĂƐĞƐKϮĚƵƌŝŶŐƉŚŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƟŽŶ͘&ŝŶĂůůǇ͕ƉƌŽƚĞŝŶƐ ŝŶǀŽůǀĞĚŝŶƐŝŐŶĂů
ƚƌĂŶƐĚƵĐƟŽŶďǇƉŚŽƐƉŚŽƌǇůĂƟŽŶ͕ŵŽƌĞƐƉĞĐŝĮĐĂůůǇŵĞŵďĞƌƐŽĨDW<ĐĂƐĐĂĚĞƐ͕ǁĞƌĞĂůƐŽĞŶƌŝĐŚĞĚ͘
&ŝŐƵƌĞϮ͗'ĞŶĞŽŶƚŽůŽŐǇĞŶƌŝĐŚŵĞŶƚĂŶĂůǇƐŝƐŽĨŽǆŝĚŝǌĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐ͘
dŚĞϰϬϯƉƌŽƚĞŝŶƐŝĚĞŶƟĮĞĚƚŽĐŽŶƚĂŝŶƐŝƚĞƐŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶƵƉŽŶŚŝŐŚůŝŐŚƚƐƚƌĞƐƐǁĞƌĞƐƵďŵŝƩĞĚƚŽĂŐĞŶĞŽŶƚŽůŽŐǇ
;'KͿĞŶƌŝĐŚŵĞŶƚĂŶĂůǇƐŝƐƵƐŝŶŐŵŝ'K͘dŚĞĐŽŵƉůĞƚĞƉƌŽƚĞŽŵĞŽĨ͘ƚŚĂůŝĂŶĂǁĂƐĐŚŽƐĞŶĂƐĂƌĞĨĞƌĞŶĐĞƐĞƚ͘^ŝŐŶŝĮĐĂŶƚĞŶƌŝĐŚĞĚ
'KĐĂƚĞŐŽƌŝĞƐ;ƉфϬ͘ϬϭͿĚŝƐĐƵƐƐĞĚŝŶƚŚĞŵĂŝŶƚĞǆƚĂƌĞůŝƐƚĞĚĂŶĚƚŚĞĞŶƌŝĐŚĞĚĨƌĞƋƵĞŶĐŝĞƐŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚŝǌĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐ;ĚĂƌŬ
red) are shown. The frequency of all A. thaliana proteins in these enriched categories is also shown (light red) as part of the total 
ĞŶƌŝĐŚĞĚDĞƚKƉƌŽƚĞŝŶĨƌĞƋƵĞŶĐǇďĂƌƐ͘dŚĞƚĂďůĞůŝƐƚƐƚŚĞƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚƉͲǀĂůƵĞƐĂŶĚŶƵŵďĞƌŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐŝĚĞŶƟĮĞĚŝŶŽƵƌĚĂƚĂƐĞƚ
compared to the complete proteome for the enriched gene ontology categories. 
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ϭϭϵ
d,zED/^K&WZKd/EͲKhEDd,/KE/EKy/d/KEsEd^/E͘d,>/EhZ/E'Ky/d/s^dZ^^
YƵĂŶƟĮĐĂƟŽŶŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶďĞƚǁĞĞŶŐĞŶŽƚǇƉĞƐ
WŽƐƚͲŵĞƚĂďŽůŝĐƉĞƉƟĚĞůĂďĞůŝŶŐĞŶĂďůĞĚƵƐƚŽĂƐƐĞƐƐƚŚĞŝŶŇƵĞŶĐĞŽĨƚŚĞƉůĂŶƚŐĞŶŽƚǇƉŝĐďĂĐŬŐƌŽƵŶĚ;cat2-2 
ǀƐ͘ǁŝůĚͲƚǇƉĞͿŽŶŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ͘ϱϭƉƌŽƚĞŝŶƐǁĞƌĞƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚůǇŵŽƌĞŽǆŝĚŝǌĞĚŝŶĐĂƚĂůĂƐĞŬŶŽĐŬͲŽƵƚ
ƉůĂŶƚƐǁŚĞŶĐŽŶƐŝĚĞƌŝŶŐďŽƚŚƟŵĞͲƉŽŝŶƚƐ;ƉчϬ͘Ϭϱ͖ϮϰƉƌŽƚĞŝŶƐĂŌĞƌϭŚ͕ĂŶĚϮϵƉƌŽƚĞŝŶƐĂŌĞƌϯŚŽĨŚŝŐŚ
ůŝŐŚƚƐƚƌĞƐƐ͕ƌĞƐƉĞĐƟǀĞůǇ;dĂďůĞϭͿͿ͘&ŽƌŵŽƐƚŽĨƚŚĞƐĞƉƌŽƚĞŝŶƐ;ϭϴŽƵƚŽĨϮϰĂŌĞƌϭŚ͕ĂŶĚĂůůĂŌĞƌϯŚŽĨ
ŚŝŐŚůŝŐŚƚƐƚƌĞƐƐͿŽŶůǇŽŶĞDĞƚKƉĞƉƟĚĞǁĂƐŝĚĞŶƟĮĞĚ͕ĂůƚŚŽƵŐŚŵƵůƟƉůĞŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐ͕Ğ͘Ő͘ƵƉƚŽϲϵĨŽƌ
ƚŚĞE,ͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚŐůƵƚĂŵĂƚĞƐǇŶƚŚĂƐĞϭ;dϱ'ϱϯϰϲϬͿ͕ĂƌĞƉƌĞƐĞŶƚŝŶƚŚĞŝƌƐĞƋƵĞŶĐĞƐ;^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂů
dĂďůĞ^ϭͿ͘KĨŶŽƚĞŝƐŽŶĞƉƌŽƚĞŝŶ͕ƚϰ'ϮϯϲϳϬ͕ƚŚĂƚǁĂƐŝĚĞŶƟĮĞĚĂƚďŽƚŚƟŵĞƉŽŝŶƚƐĂŶĚĨŽƵŶĚŽǆŝĚŝǌĞĚ
ŽŶƚǁŽƐŝƚĞƐ͖ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐϭϯϰĂŶĚϭϰϬ͘dŚŝƐƉƌŽƚĞŝŶŽĨϭϱϭĂŵŝŶŽĂĐŝĚƐŝƐĂŵĞŵďĞƌŽĨƚŚĞƉŽůǇŬĞƟĚĞ
ĐǇĐůĂƐĞͬĚĞŚǇĚƌĂƐĞĂŶĚůŝƉŝĚƚƌĂŶƐƉŽƌƚƐƵƉĞƌĨĂŵŝůǇ͘/ƚŝƐŝŶǀŽůǀĞĚŝŶĚĞĨĞŶƐĞĂŶĚƐƚƌĞƐƐƌĞƐƉŽŶƐĞƐĂƐǁĞůůĂƐ
ŝŶĐǇƐƚĞŝŶĞďŝŽƐǇŶƚŚĞƐŝƐ͘DŽƌĞŽǀĞƌ͕ ƚŚĞůĞǀĞůƐŽĨƚŚŝƐƉƌŽƚĞŝŶĚƌŽƉƉĞĚƚŽĂďŽƵƚϲϱйŝŶƚŚĞĐĂƚĂůĂƐĞŵƵƚĂŶƚ
ĐŽŵƉĂƌĞĚƚŽǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐ͕ǁŚŝĐŚŵŝŐŚƚŚŝŶƚƚŽŝŶĐƌĞĂƐĞĚĚĞŐƌĂĚĂƟŽŶŽĨƚŚŝƐƉƌŽƚĞŝŶƵƉŽŶŽǆŝĚĂƟŽŶ͘
^ĞǀĞƌĂůƉƌŽƚĞŝŶƐǁĞƌĞŵŽƌĞŽǆŝĚŝǌĞĚŝŶ,>ƐƚƌĞƐƐĞĚǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐ͘&ŽƌŝŶƐƚĂŶĐĞ͕ƵƉŽŶϯŚŽĨŚŝŐŚůŝŐŚƚ
ƐƚƌĞƐƐ͕ƚŚĞƐĞϭϴƉƌŽƚĞŝŶƐĂƌĞĂůůďƵƚŽŶĞŽǆŝĚŝǌĞĚŽŶĂƐŝŶŐůĞŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞĂŶĚĂůůĂƌĞĞƋƵĂůůǇŽƌůĞƐƐĂďƵŶĚĂŶƚ
ŝŶǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐǁŚŝĐŚĐŽƵůĚĂŐĂŝŶƐƵŐŐĞƐƚ ŝŶĐƌĞĂƐĞĚƉƌŽƚĞŝŶĚĞŐƌĂĚĂƟŽŶĐĂƵƐĞĚďǇŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ
ŽǆŝĚĂƟŽŶ͘ϭϰĂŶĚϴƉƌŽƚĞŝŶƐǁŝƚŚĂƚůĞĂƐƚƚǁŽͲĨŽůĚŚŝŐŚĞƌŽǆŝĚĂƟŽŶŝŶǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐǁĞƌĞŝĚĞŶƟĮĞĚĂŌĞƌ
ϭŚĂŶĚϯŚŽĨŚŝŐŚůŝŐŚƚƐƚƌĞƐƐ͕ƌĞƐƉĞĐƟǀĞůǇ͘/ŶĐĂƚĂůĂƐĞŬŶŽĐŬͲŽƵƚƉůĂŶƚƐŽǆŝĚĂƟŽŶĞǀĞŶƚƐƌŝƐĞĨƌŽŵϳƚŽ
ϭϴƉƌŽƚĞŝŶƐŽǀĞƌƟŵĞ;dĂďůĞϭͿ͘dŚŝƐŝŶĐƌĞĂƐĞŽĨŵŽƌĞƐƚƌŽŶŐůǇŽǆŝĚŝǌĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐŝŶƚŚĞĐĂƚĂůĂƐĞŬŶŽĐŬͲŽƵƚ
ƉůĂŶƚŵŝŐŚƚďĞĞǆƉůĂŝŶĞĚďǇĞůĞǀĂƚĞĚŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞƉƌŽĚƵĐƟŽŶŽǀĞƌƟŵĞǁŚŝĐŚĐĂŶŶŽƚďĞĞůŝŵŝŶĂƚĞĚ
ŝŶƚŚĞƐĞƉůĂŶƚƐĂŶĚĂƐƐƵĐŚĞŶŚĂŶĐĞƐƚŚĞŽǀĞƌĂůůŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐĐŽŶĚŝƟŽŶ͘/ŶǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐŽŶƚŚĞ
ŽƚŚĞƌŚĂŶĚ͕ƚŚĞǀĂƐƚŵĂũŽƌŝƚǇŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐǁŝƚŚĂƚǁŽͲĨŽůĚŚŝŐŚĞƌŽǆŝĚĂƟŽŶĚĞŐƌĞĞĂƌĞůŽĐĂůŝǌĞĚƚŽƉůĂƐƟĚƐ͘
dŽĐŽŶĐůƵĚĞ͕ƋƵĂŶƟĮĐĂƟŽŶŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶƌĞǀĞĂůĞĚϱϱDĞƚKƉĞƉƟĚĞƐŝŶϱϭƉƌŽƚĞŝŶƐƚŚĂƚĂƌĞ
ƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚůǇŵŽƌĞŽǆŝĚŝǌĞĚŝŶƚŚĞĐĂƚĂůĂƐĞŬŶŽĐŬͲŽƵƚ͘EŽƚĞǁŽƌƚŚǇ͕ ĞŶŚĂŶĐĞĚŽǆŝĚĂƟŽŶǁĂƐŶŽƚƌĞƐƚƌŝĐƚĞĚ
ƚŽƚŚĞĐĂƚĂůĂƐĞůŽƐƐͲŽĨͲĨƵŶĐƟŽŶŐĞŶŽƚǇƉĞďƵƚǁĂƐĂůƐŽƐĞĞŶŝŶǁŝůĚͲƚǇƉĞƉůĂŶƚƐ͕ƐƵŐŐĞƐƟŶŐĂďŽŽƐƚ ŝŶ
ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐƚŚĂƚĂƌĞƐĞŶƐŝƟǀĞƚŽǁĂƌĚƐŚŝŐŚůŝŐŚƚƐƚƌĞƐƐ͘
ǇŶĂŵŝĐƐŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ
ƉƉůǇŝŶŐƟŵĞͲƌĞƐŽůǀĞĚĂŶĂůǇƐŝƐďǇƐĂŵƉůŝŶŐĂƚϭŚĂŶĚϯŚĚƵƌŝŶŐŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐĂůůŽǁĞĚƚŽĐĂƉƚƵƌĞ
ƚŚĞĚǇŶĂŵŝĐƐŽĨƉƌŽƚĞŝŶͲďŽƵŶĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ͘dŚĞŽǀĞƌůĂƉŽĨϭϴϲƉƌŽƚĞŝŶƐ ŝĚĞŶƟĮĞĚŝŶďŽƚŚ
ƟŵĞͲƉŽŝŶƚƐƐĞƌǀĞĚĂƐĂďĂƐĞĨŽƌĞǆƉůŽƌŝŶŐƚŚŝƐĚǇŶĂŵŝĐƐŽĨŽǆŝĚĂƟŽŶ͘DŽƌĞƐƉĞĐŝĮĐĂůůǇ͕ĚǇŶĂŵŝĐƐŽĨ
ŽǆŝĚĂƚŝŽŶŽĨϭϳϱƉƌŽƚĞŝŶƐŽŶ ŝĚĞŶƚŝĐĂůŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐŝƚĞƐĐŽƵůĚďĞĐŽŵƉĂƌĞĚ;&ŝŐƵƌĞϯͿ͘ϭϳƉƌŽƚĞŝŶƐ
ĚŝƐƉůĂǇĞĚƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚŚŝŐŚĞƌŽǆŝĚĂƟŽŶ;ƉчϬ͘ϬϱͿĂŌĞƌϯŚĐŽŵƉĂƌĞĚƚŽϭŚ͕ǁŚĞƌĞĂƐŽŶůǇϯƉƌŽƚĞŝŶƐ
ƐŚŽǁĞĚĂĚĞĐƌĞĂƐĞŝŶŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶŽǀĞƌƟŵĞ͘dŚĞƉƌŽƚĞŝŶƐǁŝƚŚĂƟŵĞͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚ ŝŶĐƌĞĂƐĞ
ŝŶŽǆŝĚĂƟŽŶĂƌĞŵĞƚĂďŽůŝĐĞŶǌǇŵĞƐ͕ĂĐŚĂƉĞƌŽŶĞ͕ĂƚƌĂŶƐƉŽƌƚĞƌ͕ ĂƉƌŽƚĞĂƐĞĂŶĚĂƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĨĂĐƚŽƌ͕ 
ĂŵŽŶŐƐƚŽƚŚĞƌƐ͕ĂŶĚƚŚĞŝƌŝŶĐƌĞĂƐĞĚŽǆŝĚĂƟŽŶĐĂŶďĞĞǆƉůĂŝŶĞĚďǇŝŶĐƌĞĂƐĞĚĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶƐŽĨŚǇĚƌŽŐĞŶ
ƉĞƌŽǆŝĚĞĂƐƚŚĞŚŝŐŚůŝŐŚƚƐƚƌĞƐƐĐŽŶƟŶƵĞƐŝŶƟŵĞŝŶĐŽŵďŝŶĂƟŽŶǁŝƚŚĂƉŽƐƐŝďůĞĚĞĐƌĞĂƐĞĚƌĞĚƵĐƟŽŶ
ŽĨƚŚĞƐĞDĞƚKͲƐŝƚĞƐďǇŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞƌĞĚƵĐƚĂƐĞƐ͘^ĞǀĞƌĂůŽĨƚŚĞƐĞƉƌŽƚĞŝŶƐŚĂǀĞďĞĞŶƉƌĞǀŝŽƵƐůǇ
ůŝŶŬĞĚ ƚŽƐƚƌĞƐƐ ƌĞƐƉŽŶƐĞƐƵĐŚĂƐ ƚŚĞZEͲďŝŶĚŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶdƵĚŽƌͲ^E ;dϱ'ϲϭϳϴϬͿ ƚŚĂƚ ƐƚĂďŝůŝǌĞƐ
ƐƚƌĞƐƐͲƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞŵZEŵŽůĞĐƵůĞƐĞŶĐŽĚŝŶŐĨŽƌƐĞĐƌĞƚĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐĂŶĚƉƌŽǀĞĚĞƐƐĞŶƟĂůĨŽƌƐĂůƚƐƚƌĞƐƐ
ϭϮϬ
ŚĂƉƚĞƌϱ
ƌĞƐŝƐƚĂŶĐĞ΀ϰϭ΁͘dŚĞďĂƐŝĐƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĨĂĐƚŽƌϯ;dϭ'ϭϳϴϴϬͿŚŽŵŽůŽŐŝŶŚŝŐŚĞƌƉůĂŶƚƐŝŵƉĂŝƌƐƚŽůĞƌĂŶĐĞ
ŽĨǁŚĞĂƚĂŐĂŝŶƐƚĚƌŽƵŐŚƚĂŶĚĨƌĞĞǌŝŶŐƐƚƌĞƐƐĞƐǁŚĞŶƐŝůĞŶĐĞĚ͕ĂŶĚǁĂƐĂůƐŽĨŽƵŶĚƚŽďĞĚŝīĞƌĞŶƟĂůůǇ
ƌĞŐƵůĂƚĞĚďǇĚŝǀĞƌƐĞĂďŝŽƟĐƐƚƌĞƐƐĞƐĂŶĚŚŽƌŵŽŶĞƚƌĞĂƚŵĞŶƚƐ΀ϰϮ΁͘ůƐŽ͕ƚŚĞƉŚŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƚŽƌǇĞŶǌǇŵĞ
E,ͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚŐůƵƚĂŵĂƚĞƐǇŶƚŚĂƐĞϭǁĂƐ ŝĚĞŶƚŝĨŝĞĚƚŽďĞŵŽƌĞŽǆŝĚŝǌĞĚĂĨƚĞƌϯŚǁŚŝĐŚŵŝŐŚƚ
ďĞĂĐŽŶƐĞƋƵĞŶĐĞŽĨƚŚĞƉƌŽǆŝŵŝƚǇƚŽƚŚĞƐŝƚĞŽĨŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞƉƌŽĚƵĐƟŽŶ͘KŶƚŚĞŽƚŚĞƌŚĂŶĚ͕
ƉƌŽƚĞŝŶƐŽĨǁŚŝĐŚƚŚĞůĞǀĞůƐŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶĚƌŽƉŽǀĞƌƟŵĞŵŝŐŚƚŚĂǀĞďĞĞŶƌĞƉĂŝƌĞĚďǇƚŚĞ
ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞƌĞĚƵĐƚĂƐĞƐ͕ŶƵŵĞƌŽƵƐůǇƉƌĞƐĞŶƚŝŶƉůĂŶƚĐĞůůƐ΀Ϯϴ΁͘ZĞŵĂƌŬĂďůǇ͕ ƚŚĞƚŚƌĞĞƉƌŽƚĞŝŶƐ
ǁŚŽƐĞŽǆŝĚĂƚŝŽŶ ŝƐ ůŽǁĞƌĞĚŽǀĞƌƚŝŵĞƐŚŽǁŝŶĐƌĞĂƐĞĚƉƌŽƚĞŝŶ ůĞǀĞůƐĂĨƚĞƌϯŚŽĨƐƚƌĞƐƐƚƌĞĂƚŵĞŶƚ͘
  
&ŝŐƵƌĞϯ͗dŚĞĚǇŶĂŵŝĐƐŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ͘
dŚĞϭϴϲƉƌŽƚĞŝŶƐ ŝĚĞŶƟĮĞĚĂƚďŽƚŚƟŵĞƉŽŝŶƚƐŽĨŚŝŐŚůŝŐŚƚƐƚƌĞƐƐƐŚĂƌĞϭϳϱDĞƚKƉĞƉƟĚĞƐ͘ŽŵƉĂƌŝŶŐƚŚĞŝƌƐŝŐŶĂůƐƐŚŽǁƐ
ƚŚĞĚǇŶĂŵŝĐƐŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶŽǀĞƌƟŵĞ͖ϭϳƉƌŽƚĞŝŶƐ;ǇĞůůŽǁďĂƌƐͿǁĞƌĞƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚůǇ;ƉчϬ͘ϬϱͿŵŽƌĞŽǆŝĚŝǌĞĚĂŌĞƌϯŚ
ŽĨŚŝŐŚůŝŐŚƚƐƚƌĞƐƐ͕ǁŚŝůĞŽŶůǇϯƉƌŽƚĞŝŶƐ;ŽƌĂŶŐĞďĂƌƐͿƐŚŽǁĞĚĂƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚĚĞĐƌĞĂƐĞŝŶŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ͘
^ƉĞĐŝĮĐŝƚǇŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ
dŽĂƐƐĞƐƐƉŽƚĞŶƟĂůƐƉĞĐŝĮĐŝƚǇŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶůŝŶŬĞĚƚŽŵŽůĞĐƵůĂƌƐŝŐŶĂůŝŶŐ͕ĚŝīĞƌĞŶƚƉĂƌĂŵĞƚĞƌƐ
ǁĞƌĞĂŶĂůǇǌĞĚƐƵĐŚĂƐŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞĨƌĞƋƵĞŶĐǇ͕ƚŚĞĐŽƌƌĞůĂƟŽŶŽĨƉƌŽƚĞŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞĂŶĚŶƵŵďĞƌŽĨ
ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐǁŝƚŚƚŚĞŽǆŝĚĂƟŽŶĚĞŐƌĞĞ͕ĂŶĚƚŚĞĂŵŝŶŽĂĐŝĚƐĞƋƵĞŶĐĞƐƵƌƌŽƵŶĚŝŶŐƐŽĨƚŚĞDĞƚKƐŝƚĞƐ͘
ǇƉůŽƫŶŐƚŚĞŽǀĞƌĂůůĂŵŝŶŽĂĐŝĚĨƌĞƋƵĞŶĐŝĞƐŽĨĂůůĂŶŶŽƚĂƚĞĚ͘ƚŚĂůŝĂŶĂƉƌŽƚĞŝŶƐ;ϯϱ͕ϯϴϲƐĞƋƵĞŶĐĞƐ
ŝŶd/ZϭϬͿ͕ƚŚĞŽĐĐƵƌƌĞŶĐĞŽĨƉƌŽƚĞŝŶͲďŽƵŶĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞǁĂƐϮ͘ϰϲй;&ŝŐƵƌĞϰͿ͘tŚĞŶĐŽƌƌĞĐƟŶŐĨŽƌ
ƚŚĞĨĂĐƚƚŚĂƚƚŚĞŝŶŝƟĂƚŽƌŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŝƐĨƌĞƋƵĞŶƚůǇƌĞŵŽǀĞĚŝŶŶĂƐĐĞŶƚƉŽůǇƉĞƉƟĚĞƐ΀ϰϯ΁͕ƚŚĞŽǀĞƌĂůů
methionine content of ArabidopsisƉƌŽƚĞŝŶƐĚƌŽƉƐĨƵƌƚŚĞƌƚŽϮ͘Ϯϭй͘dĂƌƌĂŐŽet al͘;ϮϬϭϭͿƉŽƐƚƵůĂƚĞĚĂ
ƉŽƐŝƟǀĞĐŽƌƌĞůĂƟŽŶŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶǁŝƚŚƉƌŽƚĞŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞĂŶĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞĐŽŶƚĞŶƚĂƐŽŶĞ
ŽĨƚŚĞ͘ƚŚĂůŝĂŶĂŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞƌĞĚƵĐƚĂƐĞƐ͕D^Zϭ͕ǁĂƐĨŽƵŶĚƚŽƉƌĞĨĞƌĞŶƟĂůůǇ ŝŶƚĞƌĂĐƚǁŝƚŚ
ƉƌŽƚĞŝŶƐǁŝƚŚŚŝŐŚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞĐŽŶƚĞŶƚ ΀ϰϰ΁͘ /ŶƚĞƌĞƐƚŝŶŐůǇ͕ĂďŽƵƚŚĂůĨŽĨ ƚŚĞŽǆŝĚŝǌĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐŚĞƌĞ
ŝĚĞŶƟĮĞĚŚĂǀĞĂůŽǁĞƌƚŚĂŶĂǀĞƌĂŐĞŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞĨƌĞƋƵĞŶĐǇ;&ŝŐƵƌĞϰͿ͕ŵĞĂŶŝŶŐƚŚĂƚƚŚĞƉƌĞƐĞŶĐĞŽĨ
ŵŽƌĞŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐŝŶĂƉƌŽƚĞŝŶŝƐŶŽƚĂƉƌĞƌĞƋƵŝƐŝƚĞĨŽƌŝƚƐŽǆŝĚĂƟŽŶ͘ĚĚŝƟŽŶĂůůǇ͕ ŽƵƚŽĨƚŚĞϰϬϯƉƌŽƚĞŝŶƐ
ďĞĂƌŝŶŐĂŶŽǆŝĚŝǌĞĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ͕ϯϲϮƉƌŽƚĞŝŶƐǁĞƌĞŝĚĞŶƟĮĞĚǁŝƚŚĂƐŝŶŐůĞDĞƚKƉĞƉƟĚĞ͕ǁŚŝĐŚĂĐĐŽƵŶƚƐ
ϭϮϭ
d,zED/^K&WZKd/EͲKhEDd,/KE/EKy/d/KEsEd^/E͘d,>/EhZ/E'Ky/d/s^dZ^^
ĨŽƌϵϬйŽĨƚŚĞ ŝĚĞŶƚŝĨŝĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐ͘tŚĞŶƐƉĞĐƚƌĂůĐŽƵŶƚƐ ĨƌŽŵƚŚĞƐŚŽƚŐƵŶĂŶĂůǇƐŝƐĂƌĞƚĂŬĞŶ ŝŶƚŽ
ĂĐĐŽƵŶƚĂƐĂƉƌŽǆǇĨŽƌƉƌŽƚĞŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞ΀ϰϱ΁͕ĂŶĂǀĞƌĂŐĞŽĨϰ͘ϴĂŶĚϰ͘ϵƐƉĞĐƚƌĂǁĞƌĞůŝŶŬĞĚƚŽŝĚĞŶƟĮĞĚ
ƉƌŽƚĞŝŶƐŝŶƚŚĞϭŚĂŶĚϯŚŚŝŐŚůŝŐŚƚƐƚƌĞƐƐĞĚƐĂŵƉůĞƐ͕ƌĞƐƉĞĐƟǀĞůǇ͘ĐŽŵƉĂƌŝƐŽŶŽĨƚŚĞƐĞĂǀĞƌĂŐĞƐ
ƚŽƚŚĞƐƉĞĐƚƌĂůĐŽƵŶƚƐŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐǁŝƚŚƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚůǇĂůƚĞƌĞĚŽǆŝĚĂƟŽŶůĞǀĞůƐƐŚŽǁĞĚƚŚĂƚŽŶůǇϮϭŽƵƚŽĨ
ƚŚĞϳϲƉƌŽƚĞŝŶƐĂŌĞƌϭŚ͕ĂŶĚϭϴŽƵƚŽĨƚŚĞϲϮƉƌŽƚĞŝŶƐĂŌĞƌϯŚŚŝŐŚůŝŐŚƚŝŶƚĞŶƐŝƟĞƐĂƌĞĂďŽǀĞĂǀĞƌĂŐĞ
ĂďƵŶĚĂŶĐĞ͘dĂŬĞŶƚŽŐĞƚŚĞƌ͕ ƚŚĞƐĞĚĂƚĂƐŚŽǁƚŚĂƚĂŚŝŐŚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞĐŽŶƚĞŶƚŽƌŚŝŐŚƉƌŽƚĞŝŶůĞǀĞůƐĂƌĞŶŽƚ
ƉƌĞƌĞƋƵŝƐŝƚĞƐĨŽƌŽǆŝĚĂƟŽŶƚŽŽĐĐƵƌŽŶŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ͘ƐƐƵĐŚ͕ƚŚĞƐĞĚĂƚĂĂƌŐƵĞĂŐĂŝŶƐƚƌĂŶĚŽŵŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ
ŽǆŝĚĂƟŽŶĂƐĂŶĂůƚĞƌŶĂƟǀĞZK^ƐĐĂǀĞŶŐŝŶŐŵĞĐŚĂŶŝƐŵ͕ůĞĂĚŝŶŐƚŽŝŶĚŝƐĐƌŝŵŝŶĂƚĞƉƌŽƚĞŝŶĚĂŵĂŐĞ΀ϭϳ΁͘
&ƵƌƚŚĞƌ ŝŶĚŝĐĂƚŝŽŶƐ ĨŽƌĂƉŽƐƐŝďůĞƐƉĞĐŝĨŝĐ ƌĞŐƵůĂƚŽƌǇ ƌŽůĞŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƚŝŽŶĞǀĞŶƚƐĂƉƉĞĂƌ
ǁŚĞŶĐŽŵƉĂƌŝŶŐƚŚĞƉƌŽƚĞŝŶƐĞƋƵĞŶĐĞƐƵƌƌŽƵŶĚŝŶŐƚŚĞDĞƚKƐŝƚĞƐ ŝĚĞŶƚŝĨŝĞĚ ŝŶŽǆŝĚŝǌĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐ
ďĞůŽŶŐŝŶŐƚŽƚŚĞƐĂŵĞĨĂŵŝůǇ ;^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂůdĂďůĞ^ϮͿ͘KŶĞƐƵĐŚĞǆĂŵƉůĞĂƌĞŽĨ ƚŚĞ  ƌƵďƌĞĚŽǆŝŶ
ƉƌŽƚĞŝŶ ĨĂŵŝůǇ ;dϯ'ϭϱϲϰϬĂŶĚdϭ'ϴϬϮϯϬͿ͕ǁŚŝĐŚĐŽŶƐŝƐƚƐŽĨ ƚŚƌĞĞƉƌŽƚĞŝŶƐǁŝƚŚĐǇƚŽĐŚƌŽŵĞ
ĐĂĐƚŝǀŝƚǇĂŶĚ ŝŶǁŚŝĐŚ ƚŚĞ ƐĞƋƵĞŶĐĞƉĂƚĐŚ ƐƵƌƌŽƵŶĚŝŶŐ ƚŚĞŽǆŝĚŝǌĞĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ ŝƐ ĐŽŶƐĞƌǀĞĚ
ĂŵŽŶŐƐƚϰϯŚŽŵŽůŽŐŽƵƐƉƌŽƚĞŝŶƐĂĐƌŽƐƐ ƚŚĞƉůĂŶƚŬŝŶŐĚŽŵ ;ϭϵ ƐƉĞĐŝĞƐͿ ;^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂů &ŝŐƵƌĞ
S2Ϳ͘dŚĞƚŚŝƌĚArabidopsisŐĞŶĞ;dϭ'ϱϮϳϭϬͿ ůŽƐƚƚŚŝƐƉĂƚĐŚĂŶĚǁĂƐŶŽƚƉŝĐŬĞĚƵƉ ŝŶŽƵƌĂŶĂůǇƐŝƐ͘
/ŶƚĞƌĞƐƚŝŶŐůǇ͕ďŽƚŚŽǆŝĚŝǌĞĚ ƌƵďƌĞĚŽǆŝŶͲůŝŬĞƉƌŽƚĞŝŶƐǁĞƌĞ ĨŽƵŶĚ ƚŽďĞ ĨŽƵƌ ƚŝŵĞƐŵŽƌĞŽǆŝĚŝǌĞĚ
ŝŶƚŚĞĐĂƚĂůĂƐĞŵƵƚĂŶƚĐŽŵƉĂƌĞĚƚŽƚŚĞǁŝůĚͲƚǇƉĞ͕ĂŶĚƚŚŝƐĂůƌĞĂĚǇϭŚĂĨƚĞƌŚŝŐŚ ůŝŐŚƚ ŝƌƌĂĚŝĂŶĐĞ͘
&ŝŐƵƌĞϰ͗DĞƚŚŝŽŶŝŶĞĨƌĞƋƵĞŶĐǇƉůŽƚƐ
ĂĐƌŽƐƐĂůů͘ ƚŚĂůŝĂŶĂƉƌŽƚĞŝŶƐ ;Ϳ
ĂŶĚǁŝƚŚŝŶŽǆŝĚŝǌĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐ;Ϳ͘
͘ Amino acid abundance plot of 
all annotated A. thaliana proteins. 
ĐƌŽƐƐĂůůĂŶŶŽƚĂƚĞĚd/ZϭϬƉƌŽƚĞŝŶƐ͕
ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŵĂŬĞƐƵƉϮ͘ϰϲйŽĨĂůů
ĂŵŝŶŽĂĐŝĚƐ ;ǇĞůůŽǁďĂƌͿ͕ĂŶĚ ƚŚŝƐ
ĚƌŽƉƐƚŽϮ͘ϮϭйǁŚĞŶĞǆĐůƵĚŝŶŐƚŚĞ
ŝŶŝƟĂƚŽƌŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ͘ 
͘ M et h i o n i n e  f r e q u e n c y  p l o t 
of the identified in vivo oxidized 
ƉƌŽƚĞŝŶƐ͘ǇƉůŽƫŶŐƚŚĞƉĞƌĐĞŶƚĂŐĞ
of methionines in all the identified 
ŽǆŝĚŝǌĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐ͕ĂůĂƌŐĞŵĂũŽƌŝƚǇŽĨ
these proteins was found to contain 
less than the expected methionine 
ĐŽŶƚĞŶƚŽĨϮ͘ϰϲй;ǇĞůůŽǁďŝŶͿ͘
    
   
dŽĨƵƌƚŚĞƌŝŶǀĞƐƟŐĂƚĞĂƉŽƐƐŝďůĞƌŽůĞĨŽƌƚŚĞƉƌŝŵĂƌǇƐƚƌƵĐƚƵƌĞŝŶƚŚĞŽǆŝĚĂƟŽŶƐĞŶƐŝƟǀŝƚǇŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐ͕
ĂŶŝĐĞ>ŽŐŽƐĞƋƵĞŶĐĞĂůŝŐŶŵĞŶƚ΀ϰϲ΁ŽĨŶĞŝŐŚďŽƌŝŶŐĂŵŝŶŽĂĐŝĚƐǁĂƐŐĞŶĞƌĂƚĞĚĨŽƌƚŚĞƉƌŽƚĞŝŶƐŝĚĞŶƟĮĞĚ
ĂƚďŽƚŚƟŵĞͲƉŽŝŶƚƐ͘ƐĂƉŽƐŝƟǀĞŝŶƉƵƚ͕ƚŚĞϭϳŽǀĞƌůĂƉƉŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶƐǁŝƚŚĂƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚŝŶĐƌĞĂƐĞĚŽǆŝĚĂƟŽŶ
ϭϮϮ
ŚĂƉƚĞƌϱ
ŽǀĞƌƟŵĞĂƚŝĚĞŶƟĐĂůŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐǁĞƌĞƐĞůĞĐƚĞĚ͘dŚĞƌĞŵĂŝŶŝŶŐϭϱϴƉƌŽƚĞŝŶƐǁŝƚŚDĞƚKƉĞƉƟĚĞƐŝĚĞŶƟĮĞĚ
ĂƚďŽƚŚƟŵĞͲƉŽŝŶƚƐǁĞƌĞƐĞůĞĐƚĞĚĂƐƚŚĞƌĞĨĞƌĞŶĐĞƐĞƚ͘DĞƚŚŝŽŶŝŶĞǁĂƐĮǆĞĚĂƚƉŽƐŝƟŽŶϲ;WϲͿĂŶĚƚŚĞĮǀĞ
ƐƵƌƌŽƵŶĚŝŶŐĂŵŝŶŽĂĐŝĚƐ͕ďŽƚŚEͲĂŶĚͲƚĞƌŵŝŶĂůƚŽƚŚŝƐƐŝƚĞǁĞƌĞƌĞƚƌŝĞǀĞĚ;WϭƚŽWϭϭͿ͘DĞƚKƉĞƉƟĚĞƐ
ǁŝƚŚƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚŚŝŐŚĞƌŽǆŝĚĂƟŽŶůĞǀĞůƐ;ƉчϬ͘ϬϱͿĂŌĞƌϯŚĐŽŵƉĂƌĞĚƚŽϭŚƌĞǀĞĂůĞĚĂŵŽƟĨŽĨŚǇĚƌŽƉŚŽďŝĐ
ĂŵŝŶŽĂĐŝĚƐƐƵĐŚĂƐǀĂůŝŶĞ͕ůĞƵĐŝŶĞ͕ŝƐŽůĞƵĐŝŶĞĂŶĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŝŶƉƌŽǆŝŵŝƚǇŽĨƚŚĞŽǆŝĚĂƟŽŶƐŝƚĞ;&ŝŐƵƌĞϱͿ͘
/ŶĂĚĚŝƟŽŶ͕ƚŚĞƉŽůĂƌĂŵŝŶŽĂĐŝĚƚŚƌĞŽŶŝŶĞǁĂƐĂůƐŽĨŽƵŶĚ͘dŚŝƐĞŶƌŝĐŚĞĚŵŽƟĨĐĂŶďĞĞǆƉůĂŝŶĞĚďǇĞŝƚŚĞƌ
ĂŶŝŶĐƌĞĂƐĞĚƐƵƐĐĞƉƟďŝůŝƚǇŽĨŽǆŝĚĂƟŽŶĚƵĞƚŽƚŚĞŚǇĚƌŽƉŚŽďŝĐĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚ͕ŽƌďǇĂĚĞĐƌĞĂƐĞĚƌĞĚƵĐƟŽŶ
ďǇD^ZƐĚƵĞƚŽƚŚĞůĞƐƐƉƌĞĨĞƌƌĞĚƐƵďƐƚƌĂƚĞƌĞĐŽŐŶŝƟŽŶŽĨƚŚĞƐĞDĞƚKƐŝƚĞƐ͘ŽŶĐĞƌŶŝŶŐƚŚĞůĂƩĞƌ͕ Ă
ĐůŽƐĞƌ ůŽŽŬĂƚƚŚĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶƉƌŽĮůĞƐŽĨƚŚĞĚŝīĞƌĞŶƚArabidopsisD^ZƐƐŚŽǁƐĂĐůĞĂƌƵƉͲƌĞŐƵůĂƟŽŶ
ŽĨD^ZϳĂŶĚϵƵŶĚĞƌĞůĞǀĂƚĞĚZK^ůĞǀĞůƐ΀ϰϳͲϰϴ΁͘&ƵƌƚŚĞƌŵŽƌĞ͕ďŽƚŚD^ZƐĐůƵƐƚĞƌƚŽŐĞƚŚĞƌƵƉŽŶ
ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůƌĞƐƉŽŶƐĞƚŽǁĂƌĚƐǀĂƌŝŽƵƐƉĞƌƚƵƌďĂƟŽŶƐ;^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂů&ŝŐƵƌĞ^ϯͿ͘DƵůƟƉůĞĂůŝŐŶŵĞŶƚ
of the ArabidopsisD^ZƉƌŽƚĞŝŶƐĞƋƵĞŶĐĞƐǁĂƐƵƐĞĚƚŽŐĞŶĞƌĂƚĞĂƉŚǇůŽŐĞŶĞƟĐƚƌĞĞĂŶĚƌĞǀĞĂůĞĚĂ
ĐůŽƐĞƉƌŽǆŝŵŝƚǇŽĨD^ZϳĂŶĚD^Zϵ͘dŚĞǀĂƐƚŵĂũŽƌŝƚǇŽĨD^ZƐƉƌĞƐĞŶƚŝŶArabidopsis͕ƚŽŐĞƚŚĞƌǁŝƚŚ
ĂƐĞƋƵĞŶĐĞƉƌĞĨĞƌĞŶĐĞƐƵƌƌŽƵŶĚŝŶŐƚŚĞŽǆŝĚĂƟŽŶƐŝƚĞ͕ƚŚƵƐŚŝŶƚƚŽǁĂƌĚƐƐƉĞĐŝĮĐŝƚǇŽĨĞŝƚŚĞƌĐŚĞŵŝĐĂů
ŽǆŝĚĂƟŽŶŽƌĞŶǌǇŵĂƟĐƌĞĚƵĐƟŽŶ͘,ŽǁĞǀĞƌ͕ ǁŚŝĐŚŽĨƚŚĞƐĞƚǁŽŝƐĂĐƚƵĂůůǇĐĂƵƐĂƟǀĞ͕ƌĞŵĂŝŶƐƚŽďĞĞǆƉůŽƌĞĚ͘
&ŝŐƵƌĞϱ͗ŶŝĐĞ>ŽŐŽŽĨƚŚĞĂŵŝŶŽ
ĂĐŝĚĐŽŶƚĞǆƚŽĨƚŚĞŽǆŝĚŝǌĞĚŵĞƚŚŝŽͲ
ŶŝŶĞ͘
The sequence context of proteins 
ǁŝƚŚĂƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚ;ƉчϬ͘ϬϱͿŝŶĐƌĞĂƐĞĚ
ŽǆŝĚĂƟŽŶŽǀĞƌƟŵĞ;ŶсϭϳͿƌĞǀĞĂůƐĂ
ƉƌĞĨĞƌĞŶĐĞ;ƉчϬ͘ϬϭͿĨŽƌŚǇĚƌŽƉŚŽďŝĐ
amino acids surrounding the site of 
ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ͘ƐĂŶĞŐĂƟǀĞ
ƌĞĨĞƌĞŶĐĞ ƐĞƚ͕ ƚŚĞ ƌĞŵĂŝŶŝŶŐϭϱϴ
p r o te i n s  w i t h  i d e nt i ca l  M et O 
peptides identified in both time 
points were chosen. Methionine 
ǁĂƐĮǆĞĚĂƚƉŽƐŝƟŽŶϲ;WϲͿĂŶĚƚŚĞ
ĨŝǀĞƐƵƌƌŽƵŶĚŝŶŐĂŵŝŶŽĂĐŝĚƐ͕ďŽƚŚ
EͲƚĞƌŵŝŶĂů ;WϭͲWϱͿĂŶĚͲƚĞƌŵŝŶĂů
;WϳͲWϭϭͿĂƌĞƐŚŽǁŶ͘
/^h^^/KE
DĞƚŚŝŽŶŝŶĞĂŶĚĐǇƐƚĞŝŶĞĂƌĞƚŚĞƚǁŽƐƵůĨƵƌͲĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐĂŵŝŶŽĂĐŝĚƐ͕ĂŶĚďŽƚŚĂƌĞƌĂƚŚĞƌƌĂƌĞĂŵŝŶŽĂĐŝĚƐ͘
ŽƚŚĂŵŝŶŽĂĐŝĚƐĐĂŶďĞƌĞǀĞƌƐŝďůǇŽǆŝĚŝƐĞĚ͕ŝŶĚŝĐĂƟŶŐƚŚĂƚƐƵĐŚŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐŵŝŐŚƚƐĞƌǀĞĨƵŶĐƟŽŶĂů
ƌŽůĞƐ͘ŽŶƐŝĚĞƌŝŶŐƚŚĞƐĞƋƵĞŶĐĞŵŽƟĨ;&ŝŐƵƌĞϱͿŝŶǁŚŝĐŚƚŚĞŵŽƐƚŽǆŝĚĂƟŽŶͲƐĞŶƐŝƟǀĞŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƌĞƐŝĚĞ͕
ĂŶĚƚŚĞŝĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶŽĨŝĚĞŶƟĐĂůŽǆŝĚĂƟŽŶƐŝƚĞƐŝŶƉƌŽƚĞŝŶƐďĞůŽŶŐŝŶŐƚŽƚŚĞƐĂŵĞĨĂŵŝůǇ;^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂů
dĂďůĞϮͿĨƵƌƚŚĞƌŚŝŶƚƚŽǁĂƌĚƐĂƉŽƐƐŝďůĞƐƉĞĐŝĮĐŝƚǇŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ͕ƌĂƚŚĞƌƚŚĂŶďĞŝŶŐĂƌĂŶĚŽŵ
ĞǀĞŶƚ͘KǆŝĚĂƟŽŶŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŝŶĐƌĞĂƐĞƐƚŚĞƉŽůĂƌŝƚǇŽĨƚŚŝƐŚǇĚƌŽƉŚŽďŝĐĂŵŝŶŽĂĐŝĚĂŶĚǁĂƐƉƌĞǀŝŽƵƐůǇ
ůŝŶŬĞĚƚŽƚŚĞĞǆƉŽƐƵƌĞŽĨŽƚŚĞƌǁŝƐĞŚǇĚƌŽƉŚŽďŝĐďƵƌŝĞĚƌĞŐŝŽŶƐ΀Ϯϳ΁͘dŚĞƐŝƚĞƐŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ
ƚŚĂƚŝŶĐƌĞĂƐĞĚƵƌŝŶŐƚŚĞƟŵĞĨƌĂŵĞŽĨĞǆƉŽƐƵƌĞƚŽŚŝŐŚůŝŐŚƚŝŶƚĞŶƐŝƟĞƐƐŚŽǁĂƉƌĞĨĞƌĞŶĐĞŽĨƐƵƌƌŽƵŶĚŝŶŐ
ϭϮϯ
d,zED/^K&WZKd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d,/KE/EKy/d/KEsEd^/E͘d,>/EhZ/E'Ky/d/s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^^
ŚǇĚƌŽƉŚŽďŝĐĂŵŝŶŽĂĐŝĚƐǁŚŝĐŚŵŝŐŚƚŚĂǀĞĂƉƌŽƚĞĐƚŝǀĞŶĂƚƵƌĞĂŶĚƉƌĞǀĞŶƚ ƚŚĞĞǆƉŽƐƵƌĞŽĨ ƚŚĞ
ŚǇĚƌŽƉŚŝůŝĐŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞǁŚŝĐŚǁŽƵůĚƌĞŶĚĞƌŝƚƐƵƐĐĞƉƟďůĞƚŽƌĞĚƵĐƟŽŶďǇŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞ
ƌĞĚƵĐƚĂƐĞƐ͘dŚŝƐŽǆŝĚĂƟŽŶͲƉƌŽŶĞŵŽƟĨŵŝŐŚƚĂƐǁĞůůƉŽŝŶƚƚŽƚŚŽƐĞŽǆŝĚŝǌĞĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƚŚĂƚĂƌĞƚŚĞ
ůĞĂƐƚĞĸĐŝĞŶƚůǇƌĞĚƵĐĞĚďǇƚŚĞD^ZĞŶǌǇŵĞƐ͕ĂƐƚŚĞĚĞƚĞĐƚĞĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶĞǀĞŶƚƐĂƌĞƚŚĞĞŶĚ
ƌĞƐƵůƚŽĨƚŚĞŝŶƚĞƌƉůĂǇďĞƚǁĞĞŶĐŚĞŵŝĐĂůŽǆŝĚĂƟŽŶĂŶĚĞŶǌǇŵĂƟĐƌĞĚƵĐƟŽŶ͘dŚĞŝŵƉŽƌƚĂŶĐĞŽĨƚŚĞůĂƩĞƌ
ĐŽŵĞƐĨƌŽŵƚŚĞƉƌĞƐĞŶĐĞŽĨϭϰD^ZĞŶǌǇŵĞƐĨŽƵŶĚŝŶĚŝīĞƌĞŶƚĐĞůůƵůĂƌĐŽŵƉĂƌƚŵĞŶƚƐŽĨƉůĂŶƚĐĞůůƐ͘
KƵƌĐŽŵƉĞŶĚŝƵŵŽĨArabidopsis thalianaƉƌŽƚĞŝŶƐŽĨǁŚŝĐŚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐŐĞƚŽǆŝĚŝǌĞĚƵƉŽŶŽǆŝĚĂƟǀĞ
ƐƚƌĞƐƐ͕ĂǀĂŝůĂďůĞĂƚŚƩƉ͗ͬͬǁǁǁ͘ƉƐď͘ƵŐĞŶƚ͘ďĞͬŵĞƚŽǆĐŽŶƐƟƚƵƚĞƐĐƵƌƌĞŶƚůǇƚŚĞůĂƌŐĞƐƚĚĂƚĂƐĞƚŽĨŝƚƐŬŝŶĚŝŶ
ƉůĂŶƚƐĂŶĚĨŽƌŵƐĂďĂƐĞĨŽƌĨƵƚƵƌĞƐƚƵĚŝĞƐŽŶĨƵŶĐƟŽŶĂůŝŵƉĂĐƚŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ͘tĞĨƵƌƚŚĞƌĚŝƐĐƵƐƐ
ƐŽŵĞŽĨƚŚĞƐĞƉƌŽƚĞŝŶƐƚŚĂƚĂƌĞƉĂƌƟĐƵůĂƌůǇŝŶƚĞƌĞƐƟŶŐ͕ŐŝǀĞŶƉƌĞǀŝŽƵƐĮŶĚŝŶŐƐƌĞƉŽƌƚĞĚŝŶůŝƚĞƌĂƚƵƌĞ͘
KŶĞƐƵĐŚƉƌŽƚĞŝŶŝƐƚŚĞƐŵĂůůǌŝŶĐͲĮŶŐĞƌƉƌŽƚĞŝŶŵĞƚŚǇůĞŶĞďůƵĞƐĞŶƐŝƟǀĞϭ;D^ϭͿ;dϯ'ϬϮϳϵϬͿƚŚĂƚ
ĂĐƚƐĂƐĂŵĞĚŝĂƚŽƌŽĨƐŝŶŐůĞƚŽǆǇŐĞŶƌĞƐƉŽŶƐĞƐŝŶƚŚĞƵŶŝĐĞůůƵůĂƌŐƌĞĞŶĂůŐĂŚůĂŵǇĚŽŵŽŶĂƐƌĞŝŶŚĂƌĚƟŝ
΀ϰϵ΁͘hƉŽŶĞǆƉŽƐƵƌĞƚŽŚŝŐŚůŝŐŚƚ͕ƚŚŝƐƉƌŽƚĞŝŶƚƌĂŶƐůŽĐĂƚĞƐƚŽĚŝƐƟŶĐƚŐƌĂŶƵůĞƐŝŶƚŚĞĐǇƚŽƐŽůďƵƚƚŚĞ
ŵĞĐŚĂŶŝƐŵƌĞŵĂŝŶƐƵŶĐůĞĂƌ͘ ,ŽǁĞǀĞƌ͕  ŝŶǀŝĞǁŽĨƚŚĞĞǆĂŵƉůĞŽĨƚŚĞƌĞĐĞŶƚůǇƌĞƉŽƌƚĞĚŚǇƉŽĐŚůŽƌŝƚĞͲ
ƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĨĂĐƚŽƌŝŶ͘ĐŽůŝǁŚŝĐŚŝƐĂĐƟǀĂƚĞĚďǇŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶƵƉŽŶŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ
΀ϱϬ΁͕ŽǆŝĚĂƟŽŶŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞϲϮŝŶD^ϭŵŝŐŚƚǁĞůůďĞĂƉůĂƵƐŝďůĞŵĞĐŚĂŶŝƐŵƚŽŝŶĚƵĐĞƚŚŝƐƉŽƐŝƟŽŶĂů
ƐŚŝĨƚ͘KĨ ĨƵƌƚŚĞƌŶŽƚĞ ŝƐ ƚŚĞŶĞĂƌůǇϰƚŝŵĞƐŚŝŐŚĞƌŽǆŝĚĂƚŝŽŶĚĞŐƌĞĞŽĨƚŚŝƐƉƌŽƚĞŝŶ ŝŶ ůŝŐŚƚƐƚƌĞƐƐĞĚ
d>^ϮŬŶŽĐŬͲŽƵƚƉůĂŶƚƐ͘
ŶŝŶƚĞƌĞƐƟŶŐĐůĂƐƐŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐƚŚĂƚǁĞƌĞŽǆŝĚŝǌĞĚďŽƚŚĂŌĞƌϭŚĂŶĚϯŚŽĨŚŝŐŚůŝŐŚƚƚƌĞĂƚŵĞŶƚĂƌĞƚŚƌĞĞ
ŵĞŵďĞƌƐŽĨƚŚĞƌŽƚĂŵĂƐĞĨĂŵŝůǇ͗ĐǇĐůŽƉŚŝůŝŶϯϴ;dϯ'ϬϭϰϴϬͿ͕zWϯ;dϮ'ϭϲϲϬϬͿĂŶĚzWϰ;dϯ'ϲϮϬϯϬͿ͘
zWϰǁĂƐ ŝĚĞŶƚŝĨŝĞĚƚŽ ŝŶƚĞƌĂĐƚǁŝƚŚϭϮͲŽǆŽͲƉŚǇƚŽĚŝĞŶŽŝĐĂĐŝĚ ;KWͿĂŶĚ ůŝŶŬƐKWƐŝŐŶĂůŝŶŐƚŽ
ĂŵŝŶŽĂĐŝĚďŝŽƐǇŶƚŚĞƐŝƐĂŶĚĐĞůůƵůĂƌƌĞĚŽǆŚŽŵĞŽƐƚĂƐŝƐŝŶƌĞƐƉŽŶƐĞƚŽƐƚƌĞƐƐ΀ϱϭ΁͘hƉŽŶŝŶƚĞƌĂĐƟŽŶ͕ƚŚĞ
ĨŽƌŵĂƟŽŶŽĨĂĐŽŵƉůĞǆǁŝƚŚKͲĂĐĞƚǇůƐĞƌŝŶĞ;ƚŚŝŽůͿůǇĂƐĞĂŶĚĐǇƐƚĞŝŶĞƐǇŶƚŚĂƐĞŝƐƚƌŝŐŐĞƌĞĚ͕ǁŚŝĐŚůĞĂĚƐ
ƚŽĂŶŝŶĐƌĞĂƐĞŽĨƚŚŝŽůŵĞƚĂďŽůŝƚĞƐĂŶĚƚŚĞďƵŝůĚƵƉŽĨƚŚĞĐĞůůƵůĂƌƌĞĚƵĐƟŽŶƉŽƚĞŶƟĂů΀ϱϮ΁͘/ŶƚĞƌĞƐƟŶŐůǇ͕ 
ĂůůŵĞŵďĞƌƐŽĨƚŚŝƐĐŽŵƉůĞǆǁĞƌĞŚĞƌĞŝĚĞŶƟĮĞĚƚŽŐĞƚŽǆŝĚŝǌĞĚƵƉŽŶŚŝŐŚůŝŐŚƚƐƚƌĞƐƐ͕ƚŚƵƐƉŽƐƐŝďůǇ
ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶƌĞŐƵůĂƚĞƐĂĐůƵƐƚĞƌŽĨ ŝŶƚĞƌĂĐƟŶŐƉƌŽƚĞŝŶƐǀŝĂĂƌĞĚŽǆŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶ͘ůƐŽ͕ƐĞǀĞƌĂů
ƉŚŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƚŽƌǇĞŶǌǇŵĞƐǁĞƌĞĨŽƵŶĚƚŽďĞŽǆŝĚŝǌĞĚ͕ǁŚŝĐŚĐŽƵůĚďĞĂĚŝƌĞĐƚǁĂǇŽĨƐĞŶƐŝŶŐĞůĞǀĂƚĞĚ
ŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞ ůĞǀĞůƐ͕ ŝŶƚƵƌŶĚŝƌĞĐƚůǇƌĞŐƵůĂƟŶŐƚŚĞƉĂƚŚǁĂǇ ŝŶǀŽůǀĞĚďǇŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ͘
^ƚƵĚŝĞƐƌĞůĂƚĞĚƚŽŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶŝŶƉůĂŶƚƐƚŚƵƐĨĂƌĨŽĐƵƐĞĚŽŶƚŚĞĚŝīĞƌĞŶƚĨƵŶĐƟŽŶƐŽĨD^ZƐ͘
Tarrago et al͘ĞǆƉůŽƌĞĚƚŚĞƉŽƐƐŝďŝůŝƟĞƐƚŽĮƐŚĨŽƌD^ZϭƐƵďƐƚƌĂƚĞƐǀŝĂĂĸŶŝƚǇĐŚƌŽŵĂƚŽŐƌĂƉŚǇĂŶĚ
ŝĚĞŶƟĮĞĚϮϰƉŽƐƐŝďůĞĐĂŶĚŝĚĂƚĞ ŝŶƚĞƌĂĐƚŽƌƐ΀ϰϰ΁͘KĨŶŽƚĞ ŝƐƚŚĂƚϮϯŽĨƚŚĞƐĞǁĞƌĞĂůƐŽ ŝĚĞŶƟĮĞĚ ŝŶ
ŽƵƌĚĂƚĂƐĞƚ͕ĂŵŽŶŐƐƚǁŚŝĐŚã½ÝϮĂŶĚϯ͕ĐŽŶĮƌŵŝŶŐŽǆŝĚĂƟŽŶŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞĂŶĚĚĞŵŽŶƐƚƌĂƟŶŐ
ĂĸŶŝƚǇĐŚƌŽŵĂƚŽŐƌĂƉŚǇĂƐĂǀĂůƵĂďůĞƐƚƌĂƚĞŐǇƚŽůŽŽŬĨŽƌƐƉĞĐŝĮĐD^ZƐƵďƐƚƌĂƚĞƐ͘ZĞĐĞŶƚůǇ͕ ŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ
^ͲƚƌĂŶƐĨĞƌĂƐĞƐ&ϮĂŶĚ&ϯǁĞƌĞ ŝĚĞŶƚŝĨŝĞĚĂƐƐƵďƐƚƌĂƚĞƐ ĨŽƌD^Zϳ͕ǁŚĞƌĞƌĞĚƵĐƚŝŽŶŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ
ƐƵůĨŽǆŝĚĞƐĐŽŶĨĞƌƐƚŽůĞƌĂŶĐĞŽĨ͘ƚŚĂůŝĂŶĂƚŽŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ΀ϭϴ΁͘tĞŝĚĞŶƟĮĞĚƚŚƌĞĞŵĞŵďĞƌƐŽĨƚŚĞ'^d
ĨĂŵŝůǇ͕ '^d&ϵ͕dϮϭĂŶĚdϮϯ͕ŽĨǁŚŝĐŚƚŚĞƚĂƵĨĂŵŝůǇŵĞŵďĞƌƐ;'^ddϮϭĂŶĚdϮϯͿĐĂƌƌŝĞĚŝĚĞŶƟĐĂůƐŝƚĞƐŽĨ
ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶĂƚďŽƚŚƟŵĞͲƉŽŝŶƚƐƐĂŵƉůĞĚ͘KƵƌƌĞƐƵůƚƐƚŚƵƐŝŶĚŝĐĂƚĞƚŚĞĞǆƚĞŶƐŝŽŶŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ
ŽǆŝĚĂƟŽŶǁŝƚŚŝŶƚŚĞ'^dĨĂŵŝůǇ͕ ƉŽƐƐŝďůǇĞǆƉĂŶĚŝŶŐƚŚĞŐĞŶĞƌĂůůŝŶĞŽĨĚĞĨĞŶƐĞĂŐĂŝŶƐƚŽǆŝĚĂƟǀĞĚĂŵĂŐĞ͘
ůŽŶŐƚŚŝƐůŝŶĞ͕ƚǁŽŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞƌĞĚƵĐƚĂƐĞƐ͕D^ZϮĂŶĚD^Zϯ͕ǁĞƌĞƐƵďũĞĐƚĞĚƚŽŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ
ŽǆŝĚĂƟŽŶƚŚĞŵƐĞůǀĞƐ͘dŚŝƐĐŽƵůĚƐƵŐŐĞƐƚĂƐĞůĨͲƌĞŐƵůĂƚŽƌǇŵĞĐŚĂŶŝƐŵŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƌĞĚƵĐƚĂƐĞĂĐƟǀŝƚǇ͘
ϭϮϰ
ŚĂƉƚĞƌϱ
dŽƐƵŵŵĂƌŝǌĞ͕ǁĞƉƌŽǀŝĚĞƚŚĞůĂƌŐĞƐƚĚĂƚĂƐĞƚŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶŝŶƉůĂŶƚƐĚƵƌŝŶŐŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ
ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ͕ǁŚĞƌĞǁĞĐŽŵƉĂƌĞĚŝīĞƌĞŶĐĞƐŝŶŽǆŝĚĂƟŽŶďĞƚǁĞĞŶArabidopsisǁŝůĚͲƚǇƉĞĂŶĚd>^ 
ϮŬŶŽĐŬͲŽƵƚ͕ĐĂƉƚƵƌĞĚƚŚĞĚǇŶĂŵŝĐƐŽĨŽǆŝĚĂƚŝŽŶďǇƚŝŵĞͲƌĞƐŽůǀĞĚƉƌŽƚĞŽŵĞĂŶĂůǇƐŝƐĂŶĚƉŝŶƉŽŝŶƚ
ƚŚĞĞǆĂĐƚƐŝƚĞƐŽĨŽǆŝĚĂƟŽŶ͘         
yWZ/DEd>WZKhZ^
WůĂŶƚŵĂƚĞƌŝĂů͕ŐƌŽǁƚŚĐŽŶĚŝƟŽŶƐ͕ƐƚƌĞƐƐƚƌĞĂƚŵĞŶƚƐ 
ĂƚĂůĂƐĞŬŶŽĐŬͲŽƵƚ;cat2-2Ϳ΀ϯϱ΁ĂŶĚǁŝůĚͲƚǇƉĞ;tdͿArabidopsis thalianaƉůĂŶƚƐ͕ĞĐŽƚǇƉĞŽůƵŵďŝĂͲϬ
;ŽůͲϬͿ͕ǁĞƌĞŐƌŽǁŶƵŶĚĞƌĞůĞǀĂƚĞĚKϮĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶƐ;ϯϬϬϬƉƉŵͿƚŽŝŵƉĂŝƌƉŚŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƟŽŶ͘/ŶĚŝǀŝĚƵĂů
ƉůĂŶƚƐǁĞƌĞŽƌŐĂŶŝǌĞĚĂĐĐŽƌĚŝŶŐƚŽĂĐŽŵƉůĞƚĞůǇƌĂŶĚŽŵŝǌĞĚďůŽĐŬĚĞƐŝŐŶŝŶĂĐŽŶƚƌŽůůĞĚĐůŝŵĂƚĞĐŚĂŵďĞƌ
;sƂƚƐĐŚ/ŶĚƵƐƚƌŝĞƚĞĐŚŶŝŬͿŝŶĂϭϮ͗ϭϮĚĂǇͬŶŝŐŚƚƌĞŐŝŵĞ;ƌĞůĂƟǀĞŚƵŵŝĚŝƚǇŽĨϱϬй͕ĂƚĞŵƉĞƌĂƚƵƌĞŽĨϮϭΣ
ĂŶĚĂŶŝƌƌĂĚŝĂŶĐĞŽĨϭϬϬʅŵŽůŵͲϮ sͲϭ͘&ŽƌŚŝŐŚůŝŐŚƚ;,>ͿƚƌĞĂƚŵĞŶƚƐ͕ϱǁĞĞŬŽůĚƉůĂŶƚƐǁĞƌĞƚƌĂŶƐĨĞƌƌĞĚ
ƚŽĂ^ĂŶǇŽ&ŝƚŽƚƌŽŶƉůĂŶƚŐƌŽǁƚŚĐŚĂŵďĞƌŝŶĂŵďŝĞŶƚĂŝƌĐŽŶĚŝƟŽŶƐ;ϰϬϬƉƉŵKϮ͕ƌĞůĂƟǀĞŚƵŵŝĚŝƚǇŽĨ
ϱϱй͕ϮϭΣͿĂŶĚĐŽŶƟŶƵŽƵƐ,>ŝƌƌĂĚŝĂƟŽŶŽĨϭ͕ϮϬϬʅŵŽůŵͲϮ sͲϭĨŽƌŽŶĞĂŶĚƚŚƌĞĞŚŽƵƌƐ͘DŝĚĚůĞĂŐĞĚůĞĂǀĞƐ
;ĂƐĚĞƉŝĐƚĞĚŝŶ&ŝŐ͘ϭͿŽĨϭϱŝŶĚŝǀŝĚƵĂůƉůĂŶƚƐƉĞƌůŝŶĞǁĞƌĞƐĂŵƉůĞĚ͕ƉŽŽůĞĚĂŶĚĨƌŽǌĞŶŝŶůŝƋƵŝĚŶŝƚƌŽŐĞŶ͘
 
DĞƚŚŝŽŶŝŶĞͲƐƵůĨŽǆŝĚĞK&Z/ 
WƌŽƚĞŝŶƐǁĞƌĞĞǆƚƌĂĐƚĞĚĨƌŽŵϬ͘ϱŐŽĨŐƌŝŶĚĞĚƟƐƐƵĞďǇĂĚĚŝŶŐϬ͘ϱŵůŽĨϮϱϬŵDdƌŝƐͲ,ůďƵīĞƌ;Ɖ,
ϴ͘ϳͿĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐϭϱϬŵDEĂů͕ϮŵDd͕ϭDŐƵĂŶŝĚŝŶŝƵŵŚǇĚƌŽĐŚůŽƌŝĚĞ͕ϭйϯͲ΀;ϯͲĐŚŽůĂŵŝĚŽƉƌŽƉǇůͿ
ĚŝŵĞƚŚǇůĂŵŵŽŶŝŽ΁ͲϭͲƉƌŽƉĂŶĞͲƐƵůĨŽŶŝĐĂĐŝĚ;^ŝŐŵĂͲůĚƌŝĐŚͿĂŶĚƚŚĞĂƉƉƌŽƉƌŝĂƚĞĂŵŽƵŶƚŽĨƚŚĞŽŵƉůĞƚĞ
WƌŽƚĞĂƐĞ/ŶŚŝďŝƚŽƌĐŽĐŬƚĂŝů;ZŽĐŚĞ͕ƉƉůŝĞĚ^ĐŝĞŶĐĞͿ͘ŌĞƌĐĞŶƚƌŝĨƵŐĂƟŽŶĂƚϭϲ͕ϭϬϬǆŐĨŽƌϭϬŵŝŶƚǁŝĐĞ͕
ƉƌŽƚĞŝŶĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶƐǁĞƌĞŵĞĂƐƵƌĞĚƵƐŝŶŐƚŚĞƌĂĚĨŽƌĚĂƐƐĂǇ͘ǇĂĚĚŝŶŐƚŚĞĂƉƉƌŽƉƌŝĂƚĞǀŽůƵŵĞƐŽĨ
ĞǆƚƌĂĐƟŽŶďƵīĞƌ͕ ƚŚĞƉƌŽƚĞŝŶĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶŽĨĂůůƐĂŵƉůĞƐǁĂƐĂĚũƵƐƚĞĚƚŽϭ͘ϮŵŐͬŵů͘dŚĞŶ͕ĐǇƐƚĞŝŶĞƐ
ǁĞƌĞƌĞĚƵĐĞĚĂŶĚĂůŬǇůĂƚĞĚŝŶϭϬŵDƚƌŝƐĐĂƌďŽǆǇĞƚŚǇůƉŚŽƐƉŚŝŶĞ;WŝĞƌĐĞͿĂŶĚϮϬŵDŝŽĚŽĂĐĞƚĂŵŝĚĞ
;^ŝŐŵĂͲůĚƌŝĐŚͿƵƉŽŶŝŶĐƵďĂƟŽŶŝŶƚŚĞĚĂƌŬĨŽƌϯϬŵŝŶĂƚϯϬΣ͘^ĂŵƉůĞƐǁĞƌĞƐƵďƐĞƋƵĞŶƚůǇĚĞƐĂůƚĞĚŽŶ
ĂEWdDͲϱĐŽůƵŵŶ;ŵĞƌƐŚĂŵŝŽƐĐŝĞŶĐĞƐͿ ŝŶϭŵůŽĨϱϬŵDƚƌŝĞƚŚǇůĂŵŵŽŶŝƵŵďŝĐĂƌďŽŶĂƚĞďƵīĞƌ
;Ɖ,ϴͿ͕ŚĞĂƚĞĚĨŽƌϭϬŵŝŶĂƚϵϱΣĂŶĚĐŽŽůĞĚŽŶŝĐĞďĞĨŽƌĞĂĚĚŝŶŐƐĞƋƵĞŶĐŝŶŐͲŐƌĂĚĞĞŶĚŽƉƌŽƚĞŝŶĂƐĞ
>ǇƐͲ;WƌŽŵĞŐĂͿ ŝŶĂƌĂƟŽŽĨϭ͗ϮϬϬ;ĞŶǌǇŵĞ͗ƐƵďƐƚƌĂƚĞ͕ǁ͗ǁͿƚŽĚŝŐĞƐƚƚŚĞƐĂŵƉůĞƐŽǀĞƌŶŝŐŚƚĂƚϯϳΣ͘
EĞǆƚ͕ƉƌŝŵĂƌǇɲͲĂŶĚɸͲĂŵŝŶĞƐǁĞƌĞůĂďĞůĞĚǁŝƚŚEͲŚǇĚƌŽǆǇƐƵĐĐŝŶŝŵŝĚĞĞƐƚĞƌƐŽĨƐƚĂďůĞŝƐŽƚŽƉŝĐǀĂƌŝĂŶƚƐ
ŽĨƉƌŽƉŝŽŶĂƚĞ͘WĞƉƟĚĞƐŽƌŝŐŝŶĂƟŶŐĨƌŽŵcat2-2ƉƌŽƚĞŽŵĞƐǁĞƌĞϭϮC3ͲƉƌŽƉŝŽŶĂƚĞĚ͕ǁŚĞƌĞĂƐƚŚŽƐĞĨƌŽŵ
ŽůͲϬƉƌŽƚĞŽŵĞƐǁĞƌĞϭϯC3ͲƉƌŽƉŝŽŶĂƚĞĚďǇŝŶĐƵďĂƟŽŶĨŽƌϭŚĂƚϯϬΣƚŽĂĮŶĂůĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶŽĨϭϬŵD
E,^ͲůĂďĞů͘ŌĞƌƋƵĞŶĐŚŝŶŐƌĞŵĂŝŶŝŶŐEͲŚǇĚƌŽǆǇƐƵĐĐŝŶŝŵŝĚĞĞƐƚĞƌƐ ŝŶϱϬŵDŽĨŐůǇĐŝŶĞĨŽƌϭϱŵŝŶĂƚ
ϮϱΣ͕ƉĂƌƟĂůKͲƉƌŽƉŝŽŶǇůĂƟŽŶŽĨƐĞƌŝŶĞ͕ƚŚƌĞŽŶŝŶĞĂŶĚƚǇƌŽƐŝŶĞǁĂƐƌĞǀĞƌƐĞĚďǇĂĚĚŝŶŐŚǇĚƌŽǆǇůĂŵŝŶĞ
ƚŽĂĮŶĂůĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶŽĨϱϬŵDĂŶĚĂŶŝŶĐƵďĂƟŽŶĨŽƌϭϱŵŝŶĂƚϯϳΣ͘dŚĞƐĂŵƉůĞƐǁĞƌĞĂĐŝĚŝĮĞĚ
ƚŽĂƉ,ŽĨϯǁŝƚŚĂĐĞƟĐĂĐŝĚĂŶĚĞƋƵĂůĂŵŽƵŶƚƐŽĨƉĞƉƟĚĞƐǁĞƌĞŵŝǆĞĚ͘dŚĞK&Z/ƚĞĐŚŶŽůŽŐǇ͕
ƌĞůǇŝŶŐŽŶĚŝĂŐŽŶĂůƉĞƉƟĚĞĐŚƌŽŵĂƚŽŐƌĂƉŚǇĂŶĚƚŚĞƐƉĞĐŝĮĐŝƚǇŽĨD^ZĂŶĚD^Zϯ;:ĞŶĂŝŽƐĐŝĞŶĐĞͿ
to specifically isolate peptides carrying in vivoŽǆŝĚŝǌĞĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐǁĂƐĂƉƉůŝĞĚƚŽƚŚĞĞƋƵŝǀĂůĞŶƚ
ŽĨϱϬϬʅŐŽĨƉƌŽƚĞŝŶŵĂƚĞƌŝĂůĂƐĚĞƐĐƌŝďĞĚ΀ϯϯ΁ĂĨƚĞƌǁŚŝĐŚƉĞƉƚŝĚĞƐǁĞƌĞĂŶĂůǇǌĞĚďǇ>ͲD^ͬD^͘
ϭϮϱ
d,zED/^K&WZKd/EͲKhEDd,/KE/EKy/d/KEsEd^/E͘d,>/EhZ/E'Ky/d/s^dZ^^
^ŚŽƚŐƵŶƉƌŽƚĞŽŵĞĂŶĂůǇƐŝƐ
/ŶƉĂƌĂůůĞů͕ ƐŚŽƚŐƵŶƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐǁĂƐĂƉƉůŝĞĚŽŶƉĞƉƚŝĚĞƐ ĨƌĂĐƚŝŽŶĂƚĞĚĚƵƌŝŶŐ ƚŚĞ ĨŝƌƐƚ,W>ƌƵŶƐ
ƵƐĞĚ ĨŽƌ ƚŚĞK&Z/ ƐĞƚƵƉ͘ dŚĞƐĞ ĨƌĂĐƚŝŽŶƐǁĞƌĞƉŽŽůĞĚƉĞƌ ϰ͕ ĂŶĚŽĨ ĞĂĐŚ ĨƌĂĐƚŝŽŶ͕ ϭϬй
ǁĂƐ ŬĞƉƚ ĨŽƌ >ͲD^ͬD^ĂŶĂůǇƐŝƐ͘ dŚĞƐĞƉĞƉƚŝĚĞŵŝǆƚƵƌĞƐǁĞƌĞ ǀĂĐƵƵŵͲĚƌŝĞĚĂŶĚ ƌĞƐŽůǀĞĚ ŝŶ
ϮϬʅůŽĨϮйĂĐĞƚŽŶŝƚƌŝůĞ͕ŽĨǁŚŝĐŚϮ͘ϱʅůǁĂƐ ŝŶũĞĐƚĞĚ ĨŽƌ>ͲD^ͬD^ĂŶĂůǇƐŝƐĂƐĚĞƐĐƌŝďĞĚďĞůŽǁ͘
>ͲD^ͬD^ĂŶĂůǇƐŝƐ
dŚĞŽďƚĂŝŶĞĚƉĞƉƟĚĞŵŝǆƚƵƌĞƐǁĞƌĞ ŝŶƚƌŽĚƵĐĞĚ ŝŶƚŽĂŶ>ͲD^ͬD^ƐǇƐƚĞŵ͖ƚŚĞhůƟŵĂƚĞϯϬϬϬZ^>
ŶĂŶŽ;ŝŽŶĞǆ͕ŵƐƚĞƌĚĂŵ͕dŚĞEĞƚŚĞƌůĂŶĚƐͿ ŝŶͲůŝŶĞĐŽŶŶĞĐƚĞĚƚŽĂŶƚŽĂŶ>dYKƌďŝƚƌĂƉy>;dŚĞƌŵŽ
&ŝƐŚĞƌ^ĐŝĞŶƟĮĐ͕ƌĞŵĞŶ͕'ĞƌŵĂŶǇͿĨŽƌĂŶĂůǇƐŝƐ͘dŚĞƉĞƉƟĚĞŵŝǆƚƵƌĞǁĂƐĮƌƐƚ ůŽĂĚĞĚŽŶĂƚƌĂƉƉŝŶŐ
ĐŽůƵŵŶĂƚĂŇŽǁƌĂƚĞŽĨϭϬʅůͬŵŝŶ;ŵĂĚĞŝŶͲŚŽƵƐĞ͕ϭϬϬђŵŝŶƚĞƌŶĂůĚŝĂŵĞƚĞƌ;/͘͘ͿǆϮϬŵŵ͕ϱђŵ
ďĞĂĚƐϭϴZĞƉƌŽƐŝůͲ,͕ƌ͘ DĂŝƐĐŚͿ͘ŌĞƌŇƵƐŚŝŶŐĨƌŽŵƚŚĞƚƌĂƉƉŝŶŐĐŽůƵŵŶ͕ƚŚĞƐĂŵƉůĞǁĂƐůŽĂĚĞĚ
ŽŶĂƌĞǀĞƌƐĞͲƉŚĂƐĞĐŽůƵŵŶ;ŵĂĚĞŝŶͲŚŽƵƐĞ͕ϳϱʅŵ/͘͘ǆϭϱϬŵŵ͕ϱђŵďĞĂĚƐϭϴZĞƉƌŽƐŝůͲ,͕ƌ͘ 
DĂŝƐĐŚͿ͘WĞƉƟĚĞƐǁĞƌĞ ůŽĂĚĞĚǁŝƚŚƐŽůǀĞŶƚ;Ϭ͘ϭйƚƌŝŇƵŽƌŽĂĐĞƟĐĂĐŝĚ͕ϮйĂĐĞƚŽŶŝƚƌŝůĞͿ͕ĂŶĚǁĞƌĞ
ƐĞƉĂƌĂƚĞĚǁŝƚŚĂ ůŝŶĞĂƌŐƌĂĚŝĞŶƚ ĨƌŽŵϮйƐŽůǀĞŶƚ͛ ;Ϭ͘ϬϱйĨŽƌŵŝĐĂĐŝĚͿ ƚŽϱϱйƐŽůǀĞŶƚ͛ ;Ϭ͘Ϭϱй
ĨŽƌŵŝĐĂĐŝĚĂŶĚϴϬйĂĐĞƚŽŶŝƚƌŝůĞͿĂƚĂŇŽǁƌĂƚĞŽĨϯϬϬŶůͬŵŝŶĨŽůůŽǁĞĚďǇĂǁĂƐŚƌĞĂĐŚŝŶŐƐŽůǀĞŶƚ͛͘
dŚĞŵĂƐƐƐƉĞĐƚƌŽŵĞƚĞƌǁĂƐŽƉĞƌĂƚĞĚŝŶĚĂƚĂͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚŵŽĚĞ͕ĂƵƚŽŵĂƟĐĂůůǇƐǁŝƚĐŚŝŶŐďĞƚǁĞĞŶD^
ĂŶĚD^ͬD^ĂĐƋƵŝƐŝƟŽŶĨŽƌƚŚĞƐŝǆŵŽƐƚĂďƵŶĚĂŶƚƉĞĂŬƐŝŶĂŐŝǀĞŶD^ƐƉĞĐƚƌƵŵ͘/ŶƚŚĞ>dYͲKƌďŝƚƌĂƉy>͕
ĨƵůůƐĐĂŶD^ƐƉĞĐƚƌĂǁĞƌĞĂĐƋƵŝƌĞĚŝŶƚŚĞKƌďŝƚƌĂƉĂƚĂƚĂƌŐĞƚǀĂůƵĞŽĨϭϲǁŝƚŚĂƌĞƐŽůƵƟŽŶŽĨϲϬ͕ϬϬϬ͘
dŚĞƐŝǆŵŽƐƚŝŶƚĞŶƐĞŝŽŶƐǁĞƌĞƚŚĞŶŝƐŽůĂƚĞĚĨŽƌĨƌĂŐŵĞŶƚĂƟŽŶŝŶƚŚĞůŝŶĞĂƌŝŽŶƚƌĂƉ͕ǁŝƚŚĂĚǇŶĂŵŝĐ
ĞǆĐůƵƐŝŽŶŽĨϲϬƐ͘WĞƉƟĚĞƐǁĞƌĞĨƌĂŐŵĞŶƚĞĚĂŌĞƌĮůůŝŶŐƚŚĞŝŽŶƚƌĂƉĂƚĂƚĂƌŐĞƚǀĂůƵĞŽĨϭϰŝŽŶĐŽƵŶƚƐ͘
&ƌŽŵƚŚĞD^ͬD^ĚĂƚĂ ŝŶĞĂĐŚ>ƌƵŶ͕DĂƐĐŽƚ'ĞŶĞƌŝĐ&ŝůĞƐǁĞƌĞĐƌĞĂƚĞĚƵƐŝŶŐƚŚĞDĂƐĐŽƚŝƐƟůůĞƌ
ƐŽŌǁĂƌĞ;ǀĞƌƐŝŽŶϮ͘ϯ͘Ϯ͘Ϭ͕DĂƚƌŝǆ^ĐŝĞŶĐĞͿ͘tŚŝůĞŐĞŶĞƌĂƟŶŐƚŚĞƐĞƉĞĂŬůŝƐƚƐ͕ŐƌŽƵƉŝŶŐŽĨƐƉĞĐƚƌĂǁĂƐ
ĂůůŽǁĞĚǁŝƚŚĂŵĂǆŝŵƵŵŝŶƚĞƌŵĞĚŝĂƚĞƌĞƚĞŶƟŽŶƟŵĞŽĨϯϬƐĂŶĚŵĂǆŝŵƵŵŝŶƚĞƌŵĞĚŝĂƚĞƐĐĂŶĐŽƵŶƚ
ŽĨϱǁĂƐƵƐĞĚǁŚĞƌĞƉŽƐƐŝďůĞ͘'ƌŽƵƉŝŶŐǁĂƐĚŽŶĞǁŝƚŚϬ͘ϬϬϱĂƉƌĞĐƵƌƐŽƌƚŽůĞƌĂŶĐĞ͘ƉĞĂŬůŝƐƚǁĂƐ
ŽŶůǇŐĞŶĞƌĂƚĞĚǁŚĞŶƚŚĞD^ͬD^ƐƉĞĐƚƌƵŵĐŽŶƚĂŝŶĞĚŵŽƌĞƚŚĂŶϭϬƉĞĂŬƐ͘dŚĞƌĞǁĂƐŶŽĚĞͲŝƐŽƚŽƉŝŶŐ
ĂŶĚƚŚĞƌĞůĂƟǀĞƐŝŐŶĂůƚŽŶŽŝƐĞůŝŵŝƚǁĂƐƐĞƚĂƚϮ͘dŚĞƐĞƉĞĂŬůŝƐƚƐǁĞƌĞƚŚĞŶƐĞĂƌĐŚĞĚǁŝƚŚƚŚĞDĂƐĐŽƚ
ƐĞĂƌĐŚĞŶŐŝŶĞ;DĂƚƌŝǆ^ĐŝĞŶĐĞͿƵƐŝŶŐƚŚĞDĂƐĐŽƚĂĞŵŽŶŝŶƚĞƌĨĂĐĞ;ǀĞƌƐŝŽŶϮ͘ϯ͕DĂƚƌŝǆ^ĐŝĞŶĐĞͿ͘^ƉĞĐƚƌĂ
ǁĞƌĞƐĞĂƌĐŚĞĚĂŐĂŝŶƐƚƚŚĞd/ZĚĂƚĂďĂƐĞ;ǀĞƌƐŝŽŶϭϬĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐϮϳ͕ϰϭϲƉƌŽƚĞŝŶͲĐŽĚŝŶŐŐĞŶĞƐͿ͘dǁŽ
ƐĞĂƌĐŚĞƐǁĞƌĞƉĞƌĨŽƌŵĞĚĂƐĚĞƐĐƌŝďĞĚ΀ϯϲ΁͘/ŶĂĮƌƐƚƐĞĂƌĐŚ͕ƚŚĞƋƵĂŶƟƚĂƟŽŶĐŽŶĮŐƵƌĂƟŽŶŝŶDĂƐĐŽƚǁĂƐ
ĞŵƉůŽǇĞĚǁŚĞƌĞƉƌŽƉŝŽŶĂƚĞůĂďĞůƐǁĞƌĞƐĞƚĞǆĐůƵƐŝǀĞƚŽůǇƐŝŶĞƐĂŶĚƉĞƉƟĚĞEͲƚĞƌŵŝŶŝ͘dŚĞƐĞĐŽŶĚƐĞĂƌĐŚ
ůĞŌŽƵƚƚŚĞƉƌŽƉŝŽŶĂƚĞůĂďĞůŽŶƉĞƉƟĚĞEͲƚĞƌŵŝŶŝ͕ďƵƚĐŽŶƐŝĚĞƌĞĚƉƌŽƚĞŝŶEͲƚĞƌŵŝŶĂůĂĐĞƚǇůĂƟŽŶĂŶĚ
ƉǇƌŽŐůƵƚĂŵĂƚĞĨŽƌŵĂƟŽŶŽĨŐůƵƚĂŵŝŶĞĂƐǀĂƌŝĂďůĞŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐ͘/ŶďŽƚŚƐĞĂƌĐŚĞƐŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ
ǁĂƐƐĞƚĂƐĂĮǆĞĚŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶ͘/ĨĂD^ͬD^ƐƉĞĐƚƌƵŵǁĂƐŵĂƚĐŚĞĚƚŽƚǁŽĚŝīĞƌĞŶƚƉĞƉƟĚĞƐĨŽůůŽǁŝŶŐ
ďŽƚŚƐĞĂƌĐŚĞƐ͕ƚŚĞŵĂƚĐŚǁŝƚŚƚŚĞŚŝŐŚĞƐƚƐĐŽƌĞǁĂƐƌĞƚĂŝŶĞĚ͘DĂƐƐƚŽůĞƌĂŶĐĞŽŶƉƌĞĐƵƌƐŽƌŝŽŶƐǁĂƐƐĞƚ
ƚŽцϭϬƉƉŵ;ǁŝƚŚDĂƐĐŽƚ͛ƐϭϯŽƉƟŽŶƐĞƚƚŽϭͿĂŶĚŽŶĨƌĂŐŵĞŶƚŝŽŶƐƚŽцϬ͘ϱĂ͘dŚĞƉĞƉƟĚĞĐŚĂƌŐĞ
ǁĂƐƐĞƚƚŽϭн͕Ϯн͕ϯнĂŶĚƚŚĞŝŶƐƚƌƵŵĞŶƚƐĞƫŶŐǁĂƐŽŶ^/ͲdZW͘ dŚĞĞŶǌǇŵĞǁĂƐƐĞƚƚŽĞŶĚŽƉƌŽƚĞŝŶĂƐĞͲ
>ǇƐ͕ĂůůŽǁŝŶŐĨŽƌϭŵŝƐƐĞĚĐůĞĂǀĂŐĞ͕ĂŶĚĐůĞĂǀĂŐĞǁĂƐĂůƐŽĂůůŽǁĞĚǁŚĞŶůǇƐŝŶĞǁĂƐĨŽůůŽǁĞĚďǇƉƌŽůŝŶĞ͘
KŶůǇƉĞƉƟĚĞƐƚŚĂƚǁĞƌĞƌĂŶŬĞĚŽŶĞĂŶĚƐĐŽƌĞĚĂďŽǀĞƚŚĞƚŚƌĞƐŚŽůĚƐĐŽƌĞ͕ƐĞƚĂƚϵϵйĐŽŶĮĚĞŶĐĞ͕ǁĞƌĞ
ǁŝƚŚŚĞůĚ͘tĞĐĂůĐƵůĂƚĞĚĂĨĂůƐĞĚŝƐĐŽǀĞƌǇƌĂƚĞŽĨϮйďǇĐƌĞĂƟŶŐĂƌĞǀĞƌƐĞĚĂƚĂďĂƐĞŽĨƚŚĞArabidopsis 
thalianad/ZĚĂƚĂďĂƐĞ͘^ĞĂƌĐŚĞƐǁĞƌĞƉĞƌĨŽƌŵĞĚďŽƚŚĂŐĂŝŶƐƚƚŚĞĨŽƌǁĂƌĚĂŶĚƌĞǀĞƌƐĞĚĂƚĂďĂƐĞĂŶĚƚŚĞ
ϭϮϲ
ŚĂƉƚĞƌϱ
ĨĂůƐĞĚŝƐĐŽǀĞƌǇƌĂƚĞǁĂƐĐĂůĐƵůĂƚĞĚďĂƐĞĚŽŶƚŚĞŵĞƚŚŽĚŽĨůŝĂƐĂŶĚ'ǇŐŝ;ϮϬϬϳͿ΀ϯϳ΁ƵƐŝŶŐƚŚĞĨŽůůŽǁŝŶŐ
ĨŽƌŵƵůĂ͗&Zс;ηĨĂůƐĞƉŽƐŝƟǀĞƐͿͬ;ηƚƌƵĞŝĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶƐͿΎϭϬϬ͘/ĚĞŶƟĮĞĚƉĞƉƟĚĞƐǁĞƌĞƋƵĂŶƟĮĞĚƵƐŝŶŐ
ƚŚĞDĂƐĐŽƚŝƐƟůůĞƌdŽŽůďŽǆ;DĂƚƌŝǆ^ĐŝĞŶĐĞͿ ŝŶƚŚĞƉƌĞĐƵƌƐŽƌŵŽĚĞ͘dŚŝƐƐŽŌǁĂƌĞƚƌŝĞƐƚŽĮƚĂŶŝĚĞĂů
ŝƐŽƚŽƉŝĐĚŝƐƚƌŝďƵƟŽŶŽŶƚŚĞĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚĂůĚĂƚĂďĂƐĞĚŽŶƚŚĞƉĞƉƟĚĞĂǀĞƌĂŐĞĂŵŝŶŽĂĐŝĚĐŽŵƉŽƐŝƟŽŶ͘dŚŝƐ
ŝƐĨŽůůŽǁĞĚďǇĞǆƚƌĂĐƟŽŶŽĨƚŚĞy/ƐŝŐŶĂůŽĨďŽƚŚƉĞƉƟĚĞĐŽŵƉŽŶĞŶƚƐ;ůŝŐŚƚĂŶĚŚĞĂǀǇͿĨƌŽŵƚŚĞƌĂǁĚĂƚĂ͘
ZĂƟŽƐĂƌĞĐĂůĐƵůĂƚĞĚĨƌŽŵƚŚĞĂƌĞĂďĞůŽǁƚŚĞůŝŐŚƚĂŶĚŚĞĂǀǇŝƐŽƚŽƉŝĐĞŶǀĞůŽƉĞŽĨƚŚĞĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚŝŶŐ
ƉĞƉƟĚĞ;ŝŶƚĞŐƌĂƟŽŶŵĞƚŚŽĚ͚ƚƌĂƉĞǌŝƵŵ͕͛  ŝŶƚĞŐƌĂƟŽŶƐŽƵƌĐĞ͚ƐƵƌǀĞǇ͛Ϳ͘dŽĐĂůĐƵůĂƚĞƚŚŝƐƌĂƟŽǀĂůƵĞ͕Ă
ůĞĂƐƚƐƋƵĂƌĞƐĮƚƚŽƚŚĞĐŽŵƉŽŶĞŶƚŝŶƚĞŶƐŝƟĞƐĨƌŽŵƚŚĞĚŝīĞƌĞŶƚƐĐĂŶƐŝŶƚŚĞy/ƉĞĂŬǁĂƐĐƌĞĂƚĞĚ͘D^
ƐĐĂŶƐƵƐĞĚĨŽƌƚŚŝƐƌĂƟŽĐĂůĐƵůĂƟŽŶĂƌĞƐŝƚƵĂƚĞĚŝŶƚŚĞĞůƵƟŽŶƉĞĂŬŽĨƚŚĞƉƌĞĐƵƌƐŽƌĚĞƚĞƌŵŝŶĞĚďǇƚŚĞ
ŝƐƟůůĞƌƐŽŌǁĂƌĞ;y/ƚŚƌĞƐŚŽůĚϬ͘ϯ͕y/ƐŵŽŽƚŚϭ͕DĂǆy/ǁŝĚƚŚϮϱϬͿ͘dŽǀĂůŝĚĂƚĞƚŚĞĐĂůĐƵůĂƚĞĚƌĂƟŽ͕
ƚŚĞƐƚĂŶĚĂƌĚĞƌƌŽƌŽŶƚŚĞůĞĂƐƚƐƋƵĂƌĞĮƚŚĂƐƚŽďĞďĞůŽǁϬ͘ϭϲĂŶĚĐŽƌƌĞůĂƟŽŶĐŽĞĸĐŝĞŶƚŽĨƚŚĞŝƐŽƚŽƉŝĐ
ĞŶǀĞůŽƉĞƐŚŽƵůĚďĞĂďŽǀĞϬ͘ϵϳ͘
dŚĞĚĂƚĂŚĂǀĞďĞĞŶƵƉůŽĂĚĞĚŝŶWZ/ǁŝƚŚƚŚĞĨŽůůŽǁŝŶŐĚĞƚĂŝůƐ͗
WƌŽũĞĐƚEĂŵĞ͗dŚĞĚǇŶĂŵŝĐƐŽĨƉƌŽƚĞŝŶͲďŽƵŶĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶĞǀĞŶƚƐŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐƚŚĂůŝĂŶĂĚƵƌŝŶŐ
ŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ
WƌŽũĞĐƚĂĐĐĞƐƐŝŽŶ͗WyϬϬϭϮϴϲWƌŽũĞĐƚK/͗ϭϬ͘ϲϬϭϵͬWyϬϬϭϮϴϲ
ZĞǀŝĞǁĞƌĂĐĐŽƵŶƚĚĞƚĂŝůƐ͗hƐĞƌŶĂŵĞ͗ƌĞǀŝĞǁĞƌϲϳϴϬϭΛĞďŝ͘ĂĐ͘ƵŬWĂƐƐǁŽƌĚ͗tǌYǇϵƌŝϱ
YƵĂŶƟƚĂƟǀĞĚĂƚĂĂŶĂůǇƐŝƐ 
hƐŝŶŐ,ƵďĞƌƌŽďƵƐƚƐƚĂƟƐƟĐƐ͕ƚŚĞŵĞĚŝĂŶ͕ƐƚĂŶĚĂƌĚĚĞǀŝĂƟŽŶĂŶĚϵϱйĐŽŶĮĚĞŶĐĞŝŶƚĞƌǀĂůƐǁĞƌĞĐĂůĐƵůĂƚĞĚ
ŝŶZĨŽƌďŽƚŚƚŚĞŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞĚĂƚĂƐĞƚƐĂƐǁĞůůĂƐĨŽƌƚŚĞƐŚŽƚŐƵŶĚĂƚĂƐĞƚƐ͘/ŶĞĂĐŚƐĞƚͲƵƉƚŚĞŵĞĚŝĂŶ
ƌĂƟŽǀĂůƵĞǁĂƐƐƵďƚƌĂĐƚĞĚĨƌŽŵƚŚĞĐĂůĐƵůĂƚĞĚůŽŐϮƌĂƟŽǀĂůƵĞƐƚŽƌĞƐĐĂůĞƚŚĞĚŝƐƚƌŝďƵƟŽŶŽĨƌĂƟŽǀĂůƵĞƐ
ĂƌŽƵŶĚʅсϬ͘ůůƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚƐƉĞĐƚƌĂ;ϵϱй/͕ƉчϬ͘ϬϱͿĂƐǁĞůůĂƐƚŚĞƉĞƉƟĚĞƐĚĞŶŽŵŝŶĂƚĞĚ͞ &>^͟ďǇDĂƐĐŽƚ
ǁĞƌĞŵĂŶƵĂůůǇǀĂůŝĚĂƚĞĚƵƐŝŶŐyĂůŝďƵƌ;dŚĞƌŵŽ^ĐŝĞŶƟĮĐͿ͘ŌĞƌƌĞĐĂůĐƵůĂƟŽŶŽĨƚŚĞ,ƵďĞƌůŝŵŝƚƐ;ϵϱй
ĐŽŶĮĚĞŶĐĞŝŶƚĞƌǀĂů;/ͿƐĞƫŶŐƐͿĂŶĚƌĞƐĐĂůŝŶŐ͕ƚŚĞƌĂƟŽǀĂůƵĞƐŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞͲĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐƉĞƉƟĚĞƐǁĞƌĞ
ĐŽƌƌĞĐƚĞĚĨŽƌƉƌŽƚĞŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞĚŝīĞƌĞŶĐĞƐ;ǁŚĞŶĂǀĂŝůĂďůĞͿďǇƐƵďƚƌĂĐƟŶŐƚŚĞƌĞƐĐĂůĞĚůŽŐϮǀĂůƵĞƐ͕ƚŚƵƐ
ĐŽƌƌĞĐƟŶŐĨŽƌƉŽƐƐŝďůĞĂůƚĞƌĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐǇŶƚŚĞƐŝƐͬĚĞŐƌĂĚĂƟŽŶ͘ĮŶĂůĐĂůĐƵůĂƟŽŶǁĂƐƚŚĞŶĚŽŶĞŽĨƚŚĞϵϱй
/ĞŶĂďůĞƐƚŽŝĚĞŶƟĨǇƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚůǇĚŝīĞƌĞŶƚůǇŽǆŝĚŝǌĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐĂŌĞƌϭŚĂŶĚϯŚŽĨĞǆƉŽƐƵƌĞƚŽ,>ƐƚƌĞƐƐ͘
 
 
<EKt>'DEd^
^͘:͘ ŝƐƐƵƉƉŽƌƚĞĚďǇĂWŚ͘ŐƌĂŶƚŽĨƚŚĞ/ŶƐƟƚƵƚĞĨŽƌƚŚĞWƌŽŵŽƟŽŶŽĨ/ŶŶŽǀĂƟŽŶƚŚƌŽƵŐŚ^ĐŝĞŶĐĞĂŶĚ
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together. These genes also show an initial low expression 
profile going through different stages during development 
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^ƵƉƉůĞŵĞŶƚĂů  dĂďůĞ  ^Ϯ͗  DĞƚK
Ɛ ŝ ƚĞ Ɛ  ŝ Ŷ  Ɖ ƌŽ ƚĞ ŝ Ŷ  ĨĂŵ ŝ ů ŝ Ğ Ɛ  Ă ƌĞ
ŝĚĞŶƟĐĂů͘  
/ĚĞŶƟĮĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐĂƚϭŚ;ͿĂƐǁĞůů
ĂƐϯŚ;ͿƐŚŽǁĂƐŝŵŝůĂƌƐĞƋƵĞŶƟĂů
context of oxidized methionines within 
a protein family. This AA specificity 
surrounding the MetO site is also 
conserved over time for adenosine 
ŬŝŶĂƐĞ͕ K^Ͳd>͕ ƐƚƌĞƐƐͲŝŶĚƵĐŝďůĞ
ƉƌŽƚĞŝŶ͕  Ő ůƵƚĂŵŝŶĞ ƐǇŶƚŚĞƚĂƐĞ͕
ƉŽůǇͲďŝŶĚŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶ͕ŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ
S-transferase and multi-protein 
bridging factor protein families. 
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΀Ϯϳ΁ŽƌƉĂƐ͕ &͘  :͕͘ĞůZŝŽ͕>͘͕͘ĂƌƌŽƐŽ͕:͘͕͘WŽƐƚͲƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐŵĞĚŝĂƚĞĚďǇƌĞĂĐƟǀĞ
ŶŝƚƌŽŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐ͗EŝƚƌŽƐĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐƌĞƐƉŽŶƐĞƐŽƌĐŽŵƉŽŶĞŶƚƐŽĨƐŝŐŶĂůƚƌĂŶƐĚƵĐƟŽŶƉĂƚŚǁĂǇƐ͍Plant 
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΀Ϯϴ΁dĂƌƌĂŐŽ͕>͕͘>ĂƵŐŝĞƌ͕ ͕͘ZĞǇ͕ W͘ ͕WƌŽƚĞŝŶͲƌĞƉĂŝƌŝŶŐŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞƌĞĚƵĐƚĂƐĞƐŝŶƉŚŽƚŽƐǇŶƚŚĞƟĐ
ŽƌŐĂŶŝƐŵƐ͗ŐĞŶĞŽƌŐĂŶŝǌĂƟŽŶ͕ƌĞĚƵĐƟŽŶŵĞĐŚĂŶŝƐŵƐ͕ĂŶĚƉŚǇƐŝŽůŽŐŝĐĂůƌŽůĞƐ͘DŽůWůĂŶƚϮϬϬϵ͕Ϯ͕ϮϬϮͲϮϭϳ͘
΀Ϯϵ΁ŚĂŽ͕z͘ >͕͘>ŝ͕,͘>͕͘'ĂŽ͕͘,͕͘'ŽŶŐ͕z͘ &͘ ͕yƵ͕,͘͕͘īĞĐƚƐŽĨŇĂǀŽŶŽŝĚƐĞǆƚƌĂĐƚĞĚĨƌŽŵ^ĐƵƚĞůůĂƌŝĂ
ďĂŝĐĂůĞŶƐŝƐ'ĞŽƌŐŝŽŶŚĞŵŝŶͲŶŝƚƌŝƚĞͲ,;ϮͿK;ϮͿ ŝŶĚƵĐĞĚůŝǀĞƌ ŝŶũƵƌǇ͘ƵƌŽƉĞĂŶũŽƵƌŶĂůŽĨƉŚĂƌŵĂĐŽůŽŐǇ
ϮϬϬϲ͕ϱϯϲ͕ϭϵϮͲϭϵϵ͘
΀ϯϬ΁,ĂƌĚŝŶ͕^͘͕͘>ĂƌƵĞ͕͘ d͘ ͕KŚ͕D͘,͕͘ :ĂŝŶ͕s͕͘,ƵďĞƌ͕ ^͘͕͘ŽƵƉůŝŶŐŽǆŝĚĂƟǀĞƐŝŐŶĂůƐƚŽƉƌŽƚĞŝŶ
ƉŚŽƐƉŚŽƌǇůĂƟŽŶǀŝĂŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶŝŶArabidopsis͘ŝŽĐŚĞŵ:ϮϬϬϵ͕ϰϮϮ͕ϯϬϱͲϯϭϮ͘
΀ϯϭ΁'ƵƐƚĂǀƐƐŽŶ͕E͕͘<ŽŬŬĞ͕͘ W͘ ͕ŶǌĞůŝƵƐ͕͕͘ŽĞůĞŶƐ͕t͘͕͘^ƵŶĚďǇ͕͕͘^ƵďƐƟƚƵƟŽŶŽĨĐŽŶƐĞƌǀĞĚ
ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐďǇůĞƵĐŝŶĞƐŝŶĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚƐŵĂůůŚĞĂƚƐŚŽĐŬƉƌŽƚĞŝŶƌĞƐƵůƚƐ ŝŶ ůŽƐƐŽĨƌĞĚŽǆͲƌĞƐƉŽŶƐĞďƵƚ
ƌĞƚĂŝŶĞĚĐŚĂƉĞƌŽŶĞͲůŝŬĞĂĐƟǀŝƚǇ͘WƌŽƚĞŝŶƐĐŝĞŶĐĞ͗ ĂƉƵďůŝĐĂƟŽŶŽĨƚŚĞWƌŽƚĞŝŶ^ ŽĐŝĞƚǇϮϬϬϭ͕ϭϬ͕ϭϳϴϱͲϭϳϵϯ͘
΀ϯϮ΁tĞŚƌ͕ E͘͕͘>ĞǀŝŶĞ͕Z͘>͕͘tĂŶƚĞĚĂŶĚǁĂŶƟŶŐ͗ŶƟďŽĚǇĂŐĂŝŶƐƚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞ͘&ƌĞĞZĂĚŝĐŝŽů
DĞĚϮϬϭϮ͕ϱϯ͕ϭϮϮϮͲϭϮϮϱ͘
ϭϰϬ
ŚĂƉƚĞƌϱ
΀ϯϯ΁'ŚĞƐƋƵŝĞƌĞ͕͕͘:ŽŶĐŬŚĞĞƌĞ͕s͘ ͕ŽůĂĞƌƚ͕E͕͘sĂŶƵƌŵĞ͕:͕͘ĞƚĂů͕͘ZĞĚŽǆƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐŽĨƉƌŽƚĞŝŶͲďŽƵŶĚ
ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ͘DŽůĞůůWƌŽƚĞŽŵŝĐƐϮϬϭϭ͕ϭϬ͕DϭϭϬϬϬϲϴϲϲ͘
΀ϯϰ΁'ŚĞƐƋƵŝĞƌĞ͕͕͘'ĞǀĂĞƌƚ͕<͕͘WƌŽƚĞŽŵŝĐƐŵĞƚŚŽĚƐƚŽƐƚƵĚǇŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ͘DĂƐƐ^ƉĞĐƚƌŽŵZĞǀ
ϮϬϭϰ͕ϯϯ͕ϭϰϳͲϭϱϲ͘
΀ϯϱ΁YƵĞǀĂů͕'͕͘ /ƐƐĂŬŝĚŝƐͲŽƵƌŐƵĞƚ͕͕͘,ŽĞďĞƌŝĐŚƚƐ͕ &͘ ͕͘sĂŶĚŽƌƉĞ͕D͕͘ĞƚĂů͕͘ŽŶĚŝƟŽŶĂůŽǆŝĚĂƟǀĞ
stress responses in the ArabidopsisƉŚŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƚŽƌǇŵƵƚĂŶƚĐĂƚϮĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞƚŚĂƚƌĞĚŽǆƐƚĂƚĞŝƐĂŬĞǇ
ŵŽĚƵůĂƚŽƌŽĨĚĂǇůĞŶŐƚŚͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚŐĞŶĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ͕ĂŶĚĚĞĮŶĞƉŚŽƚŽƉĞƌŝŽĚĂƐĂĐƌƵĐŝĂůĨĂĐƚŽƌŝŶƚŚĞ
ƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨ,ϮKϮͲŝŶĚƵĐĞĚĐĞůůĚĞĂƚŚ͘WůĂŶƚ:ϮϬϬϳ͕ϱϮ͕ϲϰϬͲϲϱϳ͘
΀ϯϲ΁DŽƌƵǌ͕>͕͘^ƚĂĞƐ͕͕͘&ŽƐƚĞƌ͕ :͘D͕͘,ĂƚǌŽƵ͕D͕͘ĞƚĂů͕͘ŚƌŽŵĂƚŽŐƌĂƉŚŝĐƌĞƚĞŶƟŽŶƟŵĞƉƌĞĚŝĐƟŽŶĨŽƌ
ƉŽƐƩƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůůǇŵŽĚŝĮĞĚƉĞƉƟĚĞƐ͘WƌŽƚĞŽŵŝĐƐϮϬϭϮ͕ϭϮ͕ϭϭϱϭͲϭϭϱϵ͘
΀ϯϳ΁ůŝĂƐ͕:͘͕͘'ǇŐŝ͕^͘W͘ ͕dĂƌŐĞƚͲĚĞĐŽǇƐĞĂƌĐŚƐƚƌĂƚĞŐǇĨŽƌŝŶĐƌĞĂƐĞĚĐŽŶĮĚĞŶĐĞŝŶůĂƌŐĞͲƐĐĂůĞƉƌŽƚĞŝŶ
ŝĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶƐďǇŵĂƐƐƐƉĞĐƚƌŽŵĞƚƌǇ͘EĂƚDĞƚŚŽĚƐϮϬϬϳ͕ϰ͕ϮϬϳͲϮϭϰ͘
΀ϯϴ΁EŽĐƚŽƌ͕ '͕͘sĞůũŽǀŝĐͲ:ŽǀĂŶŽǀŝĐ͕^͕͘ƌŝƐĐŽůů͕^͕͘EŽǀŝƚƐŬĂǇĂ͕>͕͘&ŽǇĞƌ͕ ͘,͕͘ƌŽƵŐŚƚĂŶĚŽǆŝĚĂƟǀĞůŽĂĚ
ŝŶƚŚĞůĞĂǀĞƐŽĨϯƉůĂŶƚƐ͗ĂƉƌĞĚŽŵŝŶĂŶƚƌŽůĞĨŽƌƉŚŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƟŽŶ͍ŶŶŽƚϮϬϬϮ͕ϴϵ^ƉĞĐEŽ͕ϴϰϭͲϴϱϬ͘
΀ϯϵ΁<ĂŐĂǁĂ͕d͘ ͕tĂĚĂ͕D͕͘ůƵĞůŝŐŚƚͲŝŶĚƵĐĞĚĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚƌĞůŽĐĂƟŽŶ͘Plant Cell Physiol 2002͕ϰϯ͕ϯϲϳͲϯϳϭ͘
΀ϰϬ΁ŝĞŶĞƌƚ͕'͘W͘ ͕ŚĂƵŵŽŶƚ͕&͘ ͕ƋƵĂƉŽƌŝŶͲĨĂĐŝůŝƚĂƚĞĚƚƌĂŶƐŵĞŵďƌĂŶĞĚŝīƵƐŝŽŶŽĨŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞ͘
ŝŽĐŚŝŵŝŽƉŚǇƐĐƚĂϮϬϭϰ͕ϭϴϰϬ͕ϭϱϵϲͲϭϲϬϰ͘
΀ϰϭ΁&ƌĞŝĚŝƚ&ƌĞǇ͕ E͕͘DƵůůĞƌ͕ W͘ ͕:ĂŵŵĞƐ͕&͘ ͕<ŝǌŝƐ͕͕͘ĞƚĂů͕͘dŚĞZEďŝŶĚŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶdƵĚŽƌͲ^EŝƐĞƐƐĞŶƟĂů
for stress tolerance and stabilizes levels of stress-responsive mRNAs encoding secreted proteins in 
Arabidopsis͘WůĂŶƚĞůůϮϬϭϬ͕ϮϮ͕ϭϱϳϱͲϭϱϵϭ͘
΀ϰϮ΁<ĂŶŐ͕'͕͘DĂ͕,͕͘>ŝƵ͕'͕͘,ĂŶ͕Y͕͘ĞƚĂů͕͘^ŝůĞŶĐŝŶŐŽĨdĂd&ϯŐĞŶĞŝŵƉĂŝƌƐƚŽůĞƌĂŶĐĞƚŽĨƌĞĞǌŝŶŐĂŶĚ
ĚƌŽƵŐŚƚƐƚƌĞƐƐĞƐŝŶǁŚĞĂƚ͘DŽů'ĞŶĞƚ'ĞŶŽŵŝĐƐϮϬϭϯ͕Ϯϴϴ͕ϱϵϭͲϱϵϵ͘
΀ϰϯ΁&ƌŽƫŶ͕&͘ ͕DĂƌƟŶĞǌ͕͕͘WĞǇŶŽƚ͕W͘ ͕DŝƚƌĂ͕^ ͕͘ĞƚĂů͕͘dŚĞƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐŽĨEͲƚĞƌŵŝŶĂůŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞĐůĞĂǀĂŐĞ͘
DŽůĞůůWƌŽƚĞŽŵŝĐƐϮϬϬϲ͕ϱ͕ϮϯϯϲͲϮϯϰϵ͘
΀ϰϰ΁dĂƌƌĂŐŽ͕>͕͘<ŝĞīĞƌͲ:ĂƋƵŝŶŽĚ͕^ ͕͘>ĂŵĂŶƚ͕d͘ ͕DĂƌĐĞůůŝŶ͕D͘E͕͘ĞƚĂů͕͘ĸŶŝƚǇĐŚƌŽŵĂƚŽŐƌĂƉŚǇ͗ĂǀĂůƵĂďůĞ
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΀ϰϱ΁<ĂŶŶĂƐƚĞ͕K͕͘^ƵŽŵŝ͕d͘ ͕^Ăůŵŝ͕:͕͘hƵƐŝƉĂŝŬŬĂ͕͕͘ĞƚĂů͕͘ƌŽƐƐͲĐŽƌƌĞůĂƟŽŶŽĨƐƉĞĐƚƌĂůĐŽƵŶƚƌĂŶŬŝŶŐƚŽ
ǀĂůŝĚĂƚĞƋƵĂŶƟƚĂƟǀĞƉƌŽƚĞŽŵĞŵĞĂƐƵƌĞŵĞŶƚƐ͘:WƌŽƚĞŽŵĞZĞƐϮϬϭϰ͘
΀ϰϲ΁ŽůĂĞƌƚ͕E͕͘,ĞůƐĞŶƐ͕<͕͘DĂƌƚĞŶƐ͕>͕͘sĂŶĚĞŬĞƌĐŬŚŽǀĞ͕:͕͘'ĞǀĂĞƌƚ͕<͕͘ /ŵƉƌŽǀĞĚǀŝƐƵĂůŝǌĂƟŽŶŽĨ
ƉƌŽƚĞŝŶĐŽŶƐĞŶƐƵƐƐĞƋƵĞŶĐĞƐďǇŝĐĞ>ŽŐŽ͘EĂƚDĞƚŚŽĚƐϮϬϬϵ͕ϲ͕ϳϴϲͲϳϴϳ͘
΀ϰϳ΁<ŝŵ͕͘,͕͘DĞƐŬĂƵƐŬŝĞŶĞ͕Z͕͘ƉĞů͕<͕͘>ĂůŽŝ͕͕͘EŽƐŝŶŐůĞǁĂǇƚŽƵŶĚĞƌƐƚĂŶĚƐŝŶŐůĞƚŽǆǇŐĞŶƐŝŐŶĂůůŝŶŐ
ŝŶƉůĂŶƚƐ͘ŵďŽZĞƉϮϬϬϴ͕ϵ͕ϰϯϱͲϰϯϵ͘
΀ϰϴ΁>ĂůŽŝ͕͕͘^ƚĂĐŚŽǁŝĂŬ͕D͕͘WĞƌƐͲ<ĂŵĐǌǇĐ͕͕͘tĂƌǌǇĐŚ͕͕͘ĞƚĂů͕͘ƌŽƐƐͲƚĂůŬďĞƚǁĞĞŶƐŝŶŐůĞƚŽǆǇŐĞŶͲĂŶĚ
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΀ϰϵ΁^ŚĂŽ͕E͕͘ƵĂŶ͕'͘z͘ ͕ŽĐŬ͕Z͕͘ŵĞĚŝĂƚŽƌŽĨƐŝŶŐůĞƚŽǆǇŐĞŶƌĞƐƉŽŶƐĞƐŝŶŚůĂŵǇĚŽŵŽŶĂƐƌĞŝŶŚĂƌĚƟŝ
and Arabidopsis ŝĚĞŶƚŝĨŝĞĚďǇĂ ůƵĐŝĨĞƌĂƐĞͲďĂƐĞĚŐĞŶĞƚŝĐƐĐƌĞĞŶ ŝŶĂůŐĂůĐĞůůƐ͘WůĂŶƚĞůůϮϬϭϯ͕Ϯϱ͕
ϰϮϬϵͲϰϮϮϲ͘
΀ϱϬ΁ƌĂǌŝĐ͕͕͘DŝƵƌĂ͕,͕͘WĞƐĐŚĞŬ͕:͕͘>Ğ͕z͘ ͕ĞƚĂů͕͘DĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶĂĐƟǀĂƚĞƐĂƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĨĂĐƚŽƌŝŶ
ƌĞƐƉŽŶƐĞƚŽŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͘WƌŽĐEĂƚůĐĂĚ^Đŝh^ϮϬϭϯ͕ϭϭϬ͕ϵϰϵϯͲϵϰϵϴ͘
΀ϱϭ΁<ŽƉƌŝǀĂ͕^͕͘ϭϮͲKǆŽͲƉŚǇƚŽĚŝĞŶŽŝĐĂĐŝĚ ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶǁŝƚŚĐǇĐůŽƉŚŝůŝŶzWϮϬͲϯ ŝƐĂďĞŶĐŚŵĂƌŬĨŽƌ
ƵŶĚĞƌƐƚĂŶĚŝŶŐƌĞƚƌŽŐƌĂĚĞƐŝŐŶĂůŝŶŐŝŶƉůĂŶƚƐ͘WƌŽĐEĂƚůĐĂĚ^Đŝh^ϮϬϭϯ͕ϭϭϬ͕ϵϭϵϳͲϵϭϵϴ͘
΀ϱϮ΁WĂƌŬ͕^͘t͕͘>ŝ͕t͕͘sŝĞŚŚĂƵƐĞƌ͕ ͕͘,Ğ͕͕͘ĞƚĂů͕͘ǇĐůŽƉŚŝůŝŶϮϬͲϯƌĞůĂǇƐĂϭϮͲŽǆŽͲƉŚǇƚŽĚŝĞŶŽŝĐĂĐŝĚ
ƐŝŐŶĂůĚƵƌŝŶŐƐƚƌĞƐƐƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨĐĞůůƵůĂƌƌĞĚŽǆŚŽŵĞŽƐƚĂƐŝƐ͘WƌŽĐEĂƚůĐĂĚ^Đŝh^ϮϬϭϯ͕
ϭϭϬ͕ϵϱϱϵͲϵϱϲϰ͘
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^ŝůŬĞ :ĂĐƋƵĞƐ ǁƌŽƚĞ ƚŚĞ ĐŚĂƉƚĞƌ ǁŝƚŚ ĐŽƌƌĞĐƟŽŶƐ ďǇ &ƌĂŶŬ sĂŶ ƌĞƵƐĞŐĞŵ͕ :ŽƌŝƐ DĞƐƐĞŶƐ ĂŶĚ <ƌŝƐ 'ĞǀĂĞƌƚ
^ŝůŬĞ :ĂĐƋƵĞƐ ƉĞƌĨŽƌŵĞĚ ƚŚĞ ĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚƐ ǁŝƚŚ ƚŚĞ ŚĞůƉ ŽĨ <ŚĂĚŝũĂ tĂŚŶŝ ĨŽƌ ƚŚĞ ĞŶǌǇŵĂƟĐ ĂƐƐĂǇƐ͕ Ăƚ ƚŚĞ
ůĂď ŽĨ :ŽƌŝƐ DĞƐƐĞŶƐ ;shͿ͕ ,ĂŶƐ ĞŵŽů ŽƉƟŵŝǌĞĚ ƚŚĞ ŽǆŝĚĂƟŽŶ ĐŽŶĚŝƟŽŶƐ ǀŝĂ >ͲD^ ŵĞĂƐƵƌĞŵĞŶƚƐ͘
ϭϰϱ
&hEd/KE>/DW>/d/KE^K&Dd,/KE/EKy/d/KE͗'^d^^^dhz
^dZd
The Arabidopsis thaliana ŐĞŶŽŵĞĞŶĐŽĚĞƐϱϱŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ^ͲƚƌĂŶƐĨĞƌĂƐĞƐ ;'^dƐͿ͕ǁŚŝĐŚĂƌĞŵŽƐƚ
ĐŽŵŵŽŶůǇŬŶŽǁŶ ĨŽƌ ƚŚĞŝƌĚĞƚŽǆŝĨǇŝŶŐĐĂƉĂĐŝƚŝĞƐǀŝĂĐŽŶũƵŐĂƚŝŽŶŽĨŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ ƚŽĞůĞĐƚƌŽƉŚŝůŝĐ
ƐƵďƐƚƌĂƚĞƐ͘ /ŶƚĞƌĞƐƟŶŐůǇ͕ĐƌŽƉƐƐƵĐŚĂƐƌŝĐĞ͕ŵĂŝǌĞĂŶĚƐŽǇďĞĂŶ͕ĞŶĐŽĚĞůĂƌŐĞƌŶƵŵďĞƌƐŽĨ'^dƐƚŚĂŶ
ĐŽŵƉĞƟŶŐǁĞĞĚƐ͕ŵĂŬŝŶŐ'^dƐĂŶŝŶƚĞƌĞƐƟŶŐƚĂƌŐĞƚĨŽƌƐĞůĞĐƚĞĚĞŶŐŝŶĞĞƌŝŶŐƐŝŶĐĞ'^dƐĂƌĞĂĐĐƵŵƵůĂƟŶŐ
ŝŶďŝŽƟĐĂŶĚĂďŝŽƟĐƐƚƌĞƐƐĐŽŶĚŝƟŽŶƐ͘ZĞĐĞŶƚůǇ͕ ŵĞŵďĞƌƐŽĨƚŚĞƉůĂŶƚͲƐƉĞĐŝĮĐƉŚŝĂŶĚƚĂƵ'^dĐůĂƐƐĞƐ
ǁĞƌĞ ŝĚĞŶƟĮĞĚĂƐƚĂƌŐĞƚƐŽĨ in vivoŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶƵƉŽŶŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͘,ĞƌĞ͕ǁĞĞǀĂůƵĂƚĞĚ
ƚŚĞŝŵƉĂĐƚŽĨŽǆŝĚĂƟŽŶŽŶ'^d&ϵĂŶĚ'^ddϮϯĞŶǌǇŵĞĂĐƟǀŝƚǇ͘ŌĞƌĚĞƚĞƌŵŝŶĂƟŽŶŽĨƚŚĞŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ
ŽǆŝĚĂƟŽŶƐŝƚĞ͕ŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞŵĞĚŝĂƚĞĚŽǆŝĚĂƟŽŶǁĂƐƵƐĞĚƚŽŵŝŵŝĐ in vivoŽǆŝĚĂƟŽŶ͘͘EŽƚŽŶůǇ
ĚŽǁĞƉƌŽǀŝĚĞŬŝŶĞƟĐƉĂƌĂŵĞƚĞƌƐŽĨƚŚĞ'^d&ϵĂŶĚ'^ddϮϯĞŶǌǇŵĞƐ͕ǁĞĂůƐŽƐŚŽǁƚŚĂƚŽǆŝĚĂƟŽŶ
ŶĞŐĂƟǀĞůǇĂīĞĐƚƐƚŚĞŝƌĂĐƟǀŝƚǇ͘&ƵƌƚŚĞƌŵŽƌĞ͕'^d&ϵĂŶĚ'^ddϮϯĂƌĞƉƌŽŶĞƚŽƐƚĞƌĞŽƐƉĞĐŝĮĐŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ
ŽǆŝĚĂƟŽŶĂƐD^ZĐĂŶŽŶůǇƌĞƐƚŽƌĞ'^dϵĂĐƟǀŝƚǇ͕ ǁŚŝůĞD^ZŝƐŽŶůǇĂďůĞƚŽƌĞͲĞƐƚĂďůŝƐŚ'^ddϮϯĂĐƟǀŝƚǇ͘
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/EdZKhd/KE
WůĂŶƚĐĞůůƵůĂƌƉŚǇƐŝŽůŽŐǇŝƐĚĞƉĞŶĚĞŶƚŽŶĂĮŶĞͲƚƵŶĞĚƌĞĚŽǆďĂůĂŶĐĞďĞƚǁĞĞŶƌĞĂĐƟǀĞŽǆǇŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐ
;ZK^ͿƉƌŽĚƵĐƟŽŶĂŶĚZK^ͲƐĐĂǀĞŶŐŝŶŐ΀ϭ΁͘dŚĞZK^ŚŽŵĞŽƐƚĂƐŝƐ ŝƐŐŽǀĞƌŶĞĚďǇĂƐĞƚŽĨĂŶƟŽǆŝĚĂŶƚ
ƐǇƐƚĞŵƐ͕ĚŝǀĞƌƐŝĮĞĚŝŶƚŚĞŝƌƐĐĂǀĞŶŐŝŶŐĐĂƉĂĐŝƚǇŝŶƚĞƌŵƐŽĨƐƉĞĐŝĮĐŝƚǇĂŶĚĂĸŶŝƚǇƚŽǁĂƌĚƚŚĞŵƵůƟƉůĞZK^
ƐƉĞĐŝĞƐ΀Ϯ΁͘WĞƌƚƵƌďĂƟŽŶŽĨZK^ŚŽŵĞŽƐƚĂƐŝƐůĞĂĚƐƚŽƚƌĂŶƐŝĞŶƚŽƌƉĞƌŵĂŶĞŶƚĐŚĂŶŐĞƐŝŶƚŚĞƌĞĚŽǆƐƚĂƚƵƐ
ĂŶĚŝƐĞǆƉůŽŝƚĞĚďǇƉůĂŶƚƐŝŶĚŝīĞƌĞŶƚƐƚƌĞƐƐƐŝŐŶĂůůŝŶŐŵĞĐŚĂŶŝƐŵƐ΀ϯ͕ϰ΁͘KƵƌŬŶŽǁůĞĚŐĞŽŶŚŽǁZK^ĂƌĞ
ƉĞƌĐĞŝǀĞĚĂŶĚŚŽǁƉůĂŶƚƐƚƌĂŶƐůĂƚĞƚŚŝƐŝŶƚŽĚŽǁŶƐƚƌĞĂŵĐĞůůƵůĂƌƌĞƐƉŽŶƐĞƐŝƐƐƟůůĨƌĂŐŵĞŶƚĞĚ͘ZK^ĐĂŶ
ƉƌŽǀŽŬĞƌĞǀĞƌƐŝďůĞĂŶĚŝƌƌĞǀĞƌƐŝďůĞŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐƚŽƉƌŽƚĞŝŶƐ͘dŚĞƐĞƐŽͲĐĂůůĞĚŽǆŝĚĂƟǀĞƉŽƐƩƌĂŶƐůĂƟŽŶĂů
ŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐ;KǆͲWdDƐͿŶŽƚŽŶůǇĐĂƵƐĞŽǆŝĚĂƟǀĞĚĂŵĂŐĞďƵƚŵĂǇĂůƐŽƚƌŝŐŐĞƌƐƚƌƵĐƚƵƌĂůĐŚĂŶŐĞƐ͕ĂīĞĐƚ
ƉƌŽƚĞŝŶƐƚĂďŝůŝƚǇ͕ĞŶǌǇŵĞĂĐƟǀŝƚǇ͕ ŝŶƚƌĂĐĞůůƵůĂƌ ůŽĐĂůŝǌĂƟŽŶĂŶĚĂůƚĞƌƉƌŽƚĞŝŶͲƉƌŽƚĞŝŶ ŝŶƚĞƌĂĐƟŽŶƐ΀ϱ΁͘
^ŝŶĐĞZK^ĐĂŶĚŝƌĞĐƚůǇŽǆŝĚŝƐĞĂŵŝŶŽĂĐŝĚƐ͕ƚŚĞKǆͲWdDƐĂƌĞĂƉůĂƵƐŝďůĞŵĞĐŚĂŶŝƐŵĨŽƌĐĞůůƐƚŽƐĞŶƐĞ
ZK^͘dŚĞƐƵůƉŚƵƌĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐĂŵŝŶŽĂĐŝĚƐ͕ĐǇƐƚĞŝŶĞĂŶĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞĂƌĞƉƌŽŶĞƚŽƚŚĞƐĞŽǆŝĚĂƟŽŶƐĂƐ
ŵŽƐƚZK^ĂƌĞĞůĞĐƚƌŽŶͲĚĞĮĐŝĞŶƚĂŶĚƌĞĂĐƚƉƌĞĨĞƌĂďůǇǁŝƚŚĞůĞĐƚƌŽŶͲƌŝĐŚĂŵŝŶŽĂĐŝĚƐŝĚĞĐŚĂŝŶƐ͘ǇƐƚĞŝŶĞ
ŽǆŝĚĂƟŽŶŚĂƐĂĚŝǀĞƌƐĞƉĂůĞƩĞŽĨŽǆŝĚĂƟŽŶƐƚĂƚĞƐƐƵĐŚĂƐƐƵůĨĞŶǇůĂƟŽŶ;ZͲ^K,Ϳ͕ĨŽƌŵĂƟŽŶŽĨĚŝƐƵůĮĚĞ
ďƌŝĚŐĞƐ ;ZͲ^Ͳ^Ϳ͕^ͲŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƚŝŽŶ;ZͲ^Ͳ^'Ϳ͕ƐƵůĨŝŶǇůĂƚŝŽŶ;ZͲ^KϮ,ͿĂŶĚƐƵůĨŽŶǇůĂƚŝŽŶ;ZͲ^K3,Ϳ͘dŚĞ
ĨƵŶĐƟŽŶĂů ŝŵƉĂĐƚŽĨƚŚĞƐĞŽǆŝĚĂƟŽŶƐƚĂƚĞƐŚĂƐďĞĞŶƐƚƵĚŝĞĚĞǆƚĞŶƐŝǀĞůǇ΀ϲͲϴ΁͘,ŽǁĞǀĞƌ͕ ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ
ŽǆŝĚĂƟŽŶŚĂƐŽŶůǇƌĞĐĞŶƚůǇĞŵĞƌŐĞĚĂƐĂƚƌŝŐŐĞƌĨŽƌƌĞǀĞƌƐŝďůĞƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨƉƌŽƚĞŝŶĨƵŶĐƟŽŶ΀ϵ͕ϭϬ΁͘
WƌĞǀŝŽƵƐĐŚĂƉƚĞƌϰĚĞƐĐƌŝďĞĚƚŚĞ ŝĚĞŶƚŝĨŝĐĂƚŝŽŶŽĨ ŝŶǀŝǀŽŽǆŝĚŝǌĞĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐ ŝŶƉůĂŶƚƐĞǆƉŽƐĞĚ
ƚŽŽǆŝĚĂƚŝǀĞƐƚƌĞƐƐ͘tĞŵĂƉƉĞĚƚŚĞŵŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶƐďĂĐŬƚŽƐŝŶŐůĞĂŵŝŶŽĂĐŝĚƐǁŚŝĐŚ ŝƐŬĞǇ ĨŽƌ ƚŚĞ
ƵŶĚĞƌƐƚĂŶĚŝŶŐŽĨƚŚĞƉŽƐƐŝďůĞĐŽŶƐĞƋƵĞŶĐĞƐŽĨƚŚŝƐWdDŽŶĂƉƌŽƚĞŝŶĨƵŶĐƟŽŶ͘ŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĂƟŽŶŽĨƚŚĞ
ĞīĞĐƚŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶŽŶŝŶĚŝǀŝĚƵĂůƉƌŽƚĞŝŶƐŝƐĞƐƐĞŶƟĂůƚŽĂďĞƩĞƌƵŶĚĞƌƐƚĂŶĚŝŶŐŽĨŚŽǁĐĞůůƐ
ŝŶƚĞƌƉƌĞƚŽǆŝĚĂƟǀĞƐŝŐŶĂůƐƚŚĂƚĂƌŝƐĞĨƌŽŵĚĞǀĞůŽƉŵĞŶƚĂůĐƵĞƐĂŶĚƐƚƌĞƐƐĐŽŶĚŝƟŽŶƐ͘,ĞƌĞ͕ǁĞĂƐƐĞƐƐ
ƚŚĞĐŽŶƐĞƋƵĞŶĐĞƐŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶŽŶƚǁŽŵĞŵďĞƌƐŽĨƚŚĞŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ^ͲƚƌĂŶƐĨĞƌĂƐĞ;'^dͿ
ĨĂŵŝůǇ͘/ŶArabidopsis thaliana͕ϱϱŐĞŶĞƐŚĂǀĞďĞĞŶŝĚĞŶƟĮĞĚƚŽĞŶĐŽĚĞƚŚŝƐŚĞƚĞƌŽŐĞŶĞŽƵƐŐƌŽƵƉŽĨĐĞůů
ĚĞƚŽǆŝĨǇŝŶŐĞŶǌǇŵĞƐ΀ϭϭ΁͘'^dƐĐĂƚĂůǇǌĞƚŚĞĐŽŶũƵŐĂƟŽŶŽĨƌĞĚƵĐĞĚŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ;'^,ͿǁŝƚŚĞůĞĐƚƌŽƉŚŝůŝĐ͕
ŽŌĞŶƉŚǇƚŽƚŽǆŝĐ͕ĐŽŵƉŽƵŶĚƐĂŶĚĂƌĞƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞƚŽĂƌĂŶŐĞŽĨĂďŝŽƟĐĂŶĚďŝŽƟĐƐƚƌĞƐƐĞƐ΀ϭϮͲϭϰ΁͘ĂƐĞĚ
ŽŶƐĞƋƵĞŶĐĞŚŽŵŽůŽŐǇ͕ƉůĂŶƚ'^dƐĂƌĞƐƵďĚŝǀŝĚĞĚ ŝŶƚŽĞŝŐŚƚĐůĂƐƐĞƐ͖ƉŚŝ͕ ƚĂƵ͕ ƚŚĞƚĂ͕ǌĞƚĂ͕ ůĂŵďĚĂ͕
,Z͕dY,ĂŶĚŵŝĐƌŽƐŽŵĂů΀ϭϱ΁͘WŚŝĂŶĚƚĂƵĐŽŶƐƟƚƵƚĞƚŚĞůĂƌŐĞƐƚĐůĂƐƐĞƐŽĨ'^dƐǁŝƚŚϭϯĂŶĚϮϴ
members in Arabidopsis͕ƌĞƐƉĞĐƟǀĞůǇ͘ůƚŚŽƵŐŚƉůĂŶƚ'^dƐƐŚĂƌĞĂƐ ůŝƩůĞĂƐϭϬйĂŵŝŶŽĂĐŝĚ ŝĚĞŶƟƚǇ͕
crystallography studies revealed a high degree of structural conservation resulting in highly similar 
ŽǀĞƌĂůůƉƌŽƚĞŝŶĨŽůĚƐ΀ϭϲͲϭϵ΁͘^ŽůƵďůĞ'^dƐĂƌĞĚŝŵĞƌŝĐŚǇĚƌŽƉŚŽďŝĐƉƌŽƚĞŝŶŽĨϱϬŬĂǁŝƚŚĂŶEͲƚĞƌŵŝŶĂů
ŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞďŝŶĚŝŶŐĚŽŵĂŝŶ;'ͲƐŝƚĞͿĂŶĚĂͲƚĞƌŵŝŶĂůĂůƉŚĂͲŚĞůŝĐĂůĚŽŵĂŝŶ͕ǁŚŝĐŚ ŝƐƚŚĞďŝŶĚŝŶŐƐŝƚĞ
ĨŽƌƚŚĞŚǇĚƌŽƉŚŽďŝĐĐŽͲƐƵďƐƚƌĂƚĞ;,ͲƐŝƚĞͿ΀ϮϬ΁͘ĞĐĂƵƐĞŽĨƚŚĞŝƌƌŽůĞŝŶŚĞƌďŝĐŝĚĞŵĞƚĂďŽůŝƐŵ͕'^dƐĂƌĞ
ŝŶƚĞƌĞƐƟŶŐĐĂŶĚŝĚĂƚĞƐƚŽĚŝƌĞĐƚƐĞůĞĐƟǀĞĐŚĞŵŝĐĂůǁĞĞĚĐŽŶƚƌŽů΀Ϯϭ΁͘ ^ŝŶĐĞŵĂũŽƌĐƌŽƉƐƐƵĐŚĂƐƌŝĐĞ͕
ǁŚĞĂƚ͕ŵĂŝǌĞĂŶĚƐŽǇďĞĂŶĐŽŶƚĂŝŶŵƵĐŚŚŝŐŚĞƌ ůĞǀĞůƐŽĨŚĞƌďŝĐŝĚĞĚĞƚŽǆŝĨǇŝŶŐ'^dƐƚŚĂŶĐŽŵƉĞƟŶŐ
ǁĞĞĚƐǁŚŝĐŚĐƌĞĂƚĞƐƉŽƐƐŝďŝůŝƚŝĞƐ ĨŽƌǁĞĞĚĐŽŶƚƌŽůďĂƐĞĚŽŶƌĞůĂƚŝǀĞ ƌĂƚĞƐŽĨĚĞƚŽǆŝĨŝĐĂƚŝŽŶ ΀ϮϮ΁͘
/ŶƚŚŝƐĐŚĂƉƚĞƌƚŚĞŝŵƉĂĐƚŽĨŽǆŝĚĂƟŽŶŽŶƚŚĞĞŶǌǇŵĞĂĐƟǀŝƚǇŽĨ'^dƉŚŝϵĂŶĚ'^dƚĂƵϮϯƚŚĂƚǁĞƌĞƉƌĞǀŝŽƵƐůǇ
ŝĚĞŶƟĮĞĚĂƐ ŝŶǀŝǀŽƚĂƌŐĞƚƐŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶǁĂƐĂƐƐĞƐƐĞĚ͘ŽŶĚŝƟŽŶƐŽĨŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞ
ĂĚĚŝƟŽŶǁĞƌĞĮƌƐƚŽƉƟŵŝǌĞĚƚŽŵŝŵŝĐƚŚĞŝŶƉůĂŶƚĂŝĚĞŶƟĮĞĚŽǆŝĚĂƟŽŶƐ͘EĞǆƚ͕ƚŚĞŬŝŶĞƟĐƉĂƌĂŵĞƚĞƌƐŽĨ
ϭϰϳ
&hEd/KE>/DW>/d/KE^K&Dd,/KE/EKy/d/KE͗'^d^^^dhz
ďŽƚŚĞŶǌǇŵĞƐǁĞƌĞĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĞĚ͘DĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶǁĂƐƐŚŽǁŶƚŽƌĞĚƵĐĞĞŶǌǇŵĞĂĐƟǀŝƚǇĂŶĚƉƌŽǀĞŶ
ƐƚĞƌĞŽƐƉĞĐŝĮĐǁŝƚŚ'^d&ϵĐĂƌƌǇŝŶŐĂŶŽǆŝĚŝǌĞĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ^ͲĞƉŝŵĞƌ͕ ǁŚŝůĞ'^ddϮϯĐŽŶƚĂŝŶƐĂŶZͲĞƉŝŵĞƌ͘ 
Z^h>d^
<ŝŶĞƟĐƉĂƌĂŵĞƚĞƌƐŽĨƉůĂŶƚͲƐƉĞĐŝĮĐ'^dƉŚŝϵ;&ϵͿĂŶĚƚĂƵϮϯ;dϮϯͿ
'^dĞŶǌǇŵĞĂĐƟǀŝƚǇŽĨƌĞĐŽŵďŝŶĂŶƚ'^d&ϵĂŶĚ'^ddϮϯǁĂƐĚĞƚĞƌŵŝŶĞĚďǇŵĞĂƐƵƌŝŶŐƚŚĞĐŽŶũƵŐĂƟŽŶ
ŽĨƌĞĚƵĐĞĚŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞǁŝƚŚϭͲĐŚůŽƌŽͲϮ͕ϰͲĚŝŶŝƚƌŽďĞŶǌĞŶĞ;EͿ͕ǁŚŝĐŚŝƐƌĞĂĚŽƵƚďǇĂŶŝŶĐƌĞĂƐĞŝŶ
ĂďƐŽƌďĂŶĐĞĂƚϯϰϬŶŵ͘ŝĂůǇƐŝƐŽĨƌĞĐŽŵďŝŶĂŶƚ'^d&ϵ;dϮ'ϯϬϴϲϬͿĂŶĚ'^ddϮϯ;dϭ'ϳϴϯϮϬͿŝƐĞƐƐĞŶƟĂů
ƚŽƌĞŵŽǀĞƚŚĞŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞƚŚĂƚǁĂƐƵƐĞĚĚƵƌŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶƉƵƌŝĮĐĂƟŽŶ;ƐĞĞŵĞƚŚŽĚƐƐĞĐƟŽŶͿ͘tŚĞƌĞĂƐƚŚĞ
EͲĂƐƐĂǇŝƐƚǇƉŝĐĂůůǇƉĞƌĨŽƌŵĞĚĂƚƉ,ϲ͘ϱ͕ǁĞƚĞƐƚĞĚĂƌĂŶŐĞŽĨƉ,ĐŽŶĚŝƟŽŶƐŐŝǀĞŶƚŚĂƚ'^dƐƌĞƐŝĚĞ
ŝŶĚŝīĞƌĞŶƚƐƵďĐĞůůƵůĂƌůŽĐĂůŝǌĂƟŽŶƐǁŝƚŚĚŝīĞƌĞŶƚƉ,;ŶсϯͿ͘KƉƟŵĂůĂĐƟǀŝƚǇŽĨ'^d&ϵǁĂƐŶŽƚĞĚĂƚƉ,
ϲ͘ϱĂŶĚϳ͘ϱ͘^ƵďƐĞƋƵĞŶƚĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚƐǁĞƌĞĐŽŶĚƵĐƚĞĚĂƚĂƉ,ŽĨϲ͘ϱǁŚŝĐŚŝƐĂƐƚĂŶĚĂƌĚďƵīĞƌƉ,ĨŽƌ
EĂƐƐĂǇƐ;&ŝŐƵƌĞϭͿ͘/ŶŝƟĂůǀĞůŽĐŝƟĞƐŽĨƚŚĞĞŶǌǇŵĞƐǁĞƌĞĐĂůĐƵůĂƚĞĚǀŝĂƚŚĞƐůŽƉĞŽĨƚŚĞĂďƐŽƌďĂŶĐĞ
ƉůŽƩĞĚŝŶĨƵŶĐƟŽŶŽĨƟŵĞ͘'^d&ϵĂŶĚ'^ddϮϯǁĞƌĞďŽƚŚĂĐƟǀĞĂŶĚ͕ĂƐĞǆƉĞĐƚĞĚ͕ƚŚĞŝƌŝŶŝƟĂůǀĞůŽĐŝƟĞƐ
ƐŚŽǁĂůŝŶĞĂƌĐŽƌƌĞůĂƟŽŶǁŝƚŚƚŚĞĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶŽĨ'^dĂĚĚĞĚ;&ŝŐƵƌĞϭͿ͘dŽĨƵƌƚŚĞƌĚĞƚĞƌŵŝŶĞŬŝŶĞƟĐ
ƉĂƌĂŵĞƚĞƌƐĨŽƌ'^d&ϵĂŶĚ'^ddϮϯ͕EĂƐƐĂǇƐǁĞƌĞĐŽŶĚƵĐƚĞĚǁŝƚŚǀĂƌǇŝŶŐĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶƐŽĨE
;ŶхсϯͿ͘/ŶƚŚŝƐǁĂǇ͕ sŵĂǆ͕ KM ĂŶĚŬcatǁĞƌĞĚĞƚĞƌŵŝŶĞĚƵƐŝŶŐƚŚĞDŝĐŚĂĞůŝƐͲDĞŶƚĞŶŵŽĚĞů;dĂďůĞϭͿ͘Ǉ
ƉůŽƫŶŐƚŚĞŝŶŝƟĂůǀĞůŽĐŝƟĞƐĚŝǀŝĚĞĚďǇƚŚĞĞŶǌǇŵĞĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶŝŶĨƵŶĐƟŽŶŽĨEĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶ͕
ƚŚĞƚƵƌŶŽǀĞƌŶƵŵďĞƌŬcat
CDNB ǁĂƐĨŽƵŶĚƚŽďĞϯϰ͘ϮϬцϯ͘ϲϬŵŝŶͲϭĂŶĚϮϯ͘ϮϲцϮ͘ϱϱŵŝŶͲϭĨŽƌ'^d&ϵĂŶĚ
'^ddϮϯƌĞƐƉĞĐƚŝǀĞůǇ ;&ŝŐƵƌĞϭͿ͘ǇŵƵůƚŝƉůǇŝŶŐŬcatǁŝƚŚƚŚĞĞŶǌǇŵĞĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶ͕ ƚŚĞŵĂǆŝŵƵŵ
ƌĞĂĐƟŽŶƌĂƚĞ;sŵĂǆͿǁĂƐĚĞƚĞƌŵŝŶĞĚĂƚϭϯ͘ϲϴʅDͬŵŝŶĨŽƌ'^d&ϵǁŚŝůĞĨŽƌ'^ddϮϯƚŚŝƐďĞĐŽŵĞƐϵ͘ϯϬ
ʅDͬŵŝŶ͘dŚĞƐƵďƐƚƌĂƚĞĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶĂƚǁŚŝĐŚƚŚĞƌĂƚĞŽĨƚŚĞƌĞĂĐƟŽŶŝƐĂƚŚĂůĨͲŵĂǆŝŵƵŵ;<M
CDNBͿǁĂƐ
ϭ͘ϲϳцϬ͘ϯϲŵDĨŽƌ'^d&ϵĂŶĚϭ͘ϳϵцϬ͘ϯϳŵDĨŽƌ'^ddϮϯ͘dŚŝƐƉŽŝŶƚƐƚŽĂŶĞƋƵĂůƉƌĞĨĞƌĞŶĐĞŽĨ'^d&ϵ
ĂŶĚ'^ddϮϯƚŽǁĂƌĚƐE͕ĂƐƚŚĞ<MǀĂůƵĞŝƐŝŶǀĞƌƐĞůǇƌĞůĂƚĞĚƚŽƚŚĞĂĸŶŝƚǇŽĨ'^dĨŽƌE͘,ŽǁĞǀĞƌ͕ 
ƚŚĞƚƵƌŶŽǀĞƌŶƵŵďĞƌ ŝƐŚŝŐŚĞƌĨŽƌ'^d&ϵ͘tŚĞŶĐŽŵƉĂƌŝŶŐƚŚĞĐĂƚĂůǇƟĐĞĸĐŝĞŶĐǇƵƐŝŶŐƚŚĞŬcatͬ<M 
ǀĂůƵĞ͕ǁŚŝĐŚŝƐϯϰϭ͘ϯϮцϭ͘ϴϯDͲϭsͲϭ ĨŽƌ'^d&ϵĂŶĚϮϭϲ͘ϰϱцϭ͘ϭϰDͲϭsͲϭ ĨŽƌ'^ddϮϯ͕ǁĞĐĂŶĐŽŶĐůƵĚĞ
ƚŚĂƚƌĞĐŽŵďŝŶĂŶƚ'^d&ϵŝƐŵŽƌĞĞĸĐŝĞŶƚ ŝŶƚƌĂŶƐĨĞƌƌŝŶŐƌĞĚƵĐĞĚŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞƚŽEƚŚĂŶ'^ddϮϯ͘
 ͘ ͘
ϭϰϴ
Chapter 6
&ŝŐƵƌĞϭ͗<ŝŶĞƟĐƐŽĨ'^d&ϵĂŶĚ'^ddϮϯ͘
ŶǌǇŵĞĂĐƚŝǀŝƚŝĞƐ ŽĨ'^d&ϵĂŶĚ'^ddϮϯǁĞƌĞĚĞƚĞƌŵŝŶĞĚ ǀŝĂ ƚŚĞEĂƐƐĂǇ ŝŶ ĚŝĨĨĞƌĞŶƚ ĐŽŶĚŝƚŝŽŶƐ͕ ĂŶĚĂƉ,ŽĨ
ϲ͘ϱǁĂƐ ũƵĚŐĞĚŽƉƚŝŵĂů ĨŽƌ ĨƵƌƚŚĞƌĂŶĂůǇƐŝƐ ;Ϳ͘ŽƚŚ ƌĞĐŽŵďŝŶĂŶƚ'^dƐ ƚƌĂŶƐĨĞƌ'^, ƚŽEǁŝƚŚ ŝŶŝƚŝĂů ǀĞůŽĐŝƚŝĞƐ
;sŝͿ ůŝŶĞĂƌ ƚŽ ƚŚĞ ĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶŽĨĂĚĚĞĚ'^dǁŝƚŚĂ ĐŽŶƐƚĂŶƚϭŵD Ĩ͘Đ͘ ŽĨ ƐƵďƐƚƌĂƚĞ ;Ϳ͘ <ŝŶĞƚŝĐƉĂƌĂŵĞƚĞƌƐǁĞƌĞ
ĐĂůĐƵůĂƚĞĚ ĨƌŽŵƚŚĞDŝĐŚĂĞůŝƐͲDĞŶƚĞŶŵŽĚĞůďǇƉůŽƚƚŝŶŐsŝͬ΀'^d΁ ŝŶ ĨƵŶĐƚŝŽŶŽĨǀĂƌǇŝŶŐĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶƐŽĨE ;Ϳ͘
Ŭcat
CDNB;ŵŝŶͲϭͿ KM
CDNB;ŵDͿ Ŭcatͬ<M;D
Ͳϭ sͲϭͿ VŵĂǆ;ђD
minͲϭͿ
'^d&ϵ ϯϰ͘ϮϬцϯ͘ϲϬ ϭ͘ϲϳцϬ͘ϯϲ ϯϰϭ͘ϯϮ ϭϯ͘ϲϴ
'^ddϮϯ Ϯϯ͘ϮϲцϮ͘ϱϱ ϭ͘ϳϵцϬ͘ϯϳ Ϯϭϲ͘ϰϱ ϵ͘ϯϬ
dĂďůĞϭ͗KǀĞƌǀŝĞǁŽĨƚŚĞŬŝŶĞƟĐƉĂƌĂŵĞƚĞƌƐĨƌŽŵ'^d&ϵĂŶĚ'^ddϮϯ͘ 
dŚĞŬŝŶĞƟĐƉĂƌĂŵĞƚĞƌƐ;smax͕<M͕ŬcatͿǁĞƌĞĐĂůĐƵůĂƚĞĚŝŶ'ƌĂƉŚWĂĚWƌŝƐŵϲ;'ƌĂƉŚWĂĚ^ŽŌǁĂƌĞͿƵƐŝŶŐƚŚĞDŝĐŚĂĞůŝƐͲDĞŶƚĞŶ
model.             
൰    
/ŶǀŝƚƌŽŽǆŝĚĂƟŽŶŽĨ'^dƉƌŽƚĞŝŶƐ
WƌĞǀŝŽƵƐůǇǁĞƐŚŽǁĞĚƚŚĂƚ'^d&ϵŝƐŽǆŝĚŝǌĞĚĂƚDĞƚͲϯϱ͕ǁŚŝůĞ'^ddϮϭĂŶĚ'^ddϮϯǁĞƌĞŽǆŝĚŝǌĞĚĂƚDĞƚͲϰϴ
ĂŶĚDĞƚͲϰϳ͕ƌĞƐƉĞĐƟǀĞůǇ;:ĂĐƋƵĞƐĞƚĂů͕͘ƐƵďŵŝƩĞĚͿ͘dŽĂƐƐĞƐƐĂƉŽƐƐŝďůĞŝŶŇƵĞŶĐĞŽĨƉƌŽƚĞŝŶŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ
ŽǆŝĚĂƟŽŶŽŶ'^dĞŶǌǇŵĂƟĐĂĐƟǀŝƚǇ͕ ƌĞĐŽŵďŝŶĂŶƚ'^d&ϵĂŶĚ'^ddϮϯǁĞƌĞŶŽǁŽǆŝĚŝǌĞĚǁŝƚŚŚǇĚƌŽŐĞŶ
ƉĞƌŽǆŝĚĞ;,ϮKϮͿƉƌŝŽƌƚŽƚŚĞEĂƐƐĂǇ͘&ŝƌƐƚ͕ĐŽŶĚŝƟŽŶƐŽĨ ŝŶǀŝƚƌŽ,ϮKϮĚĞƉĞŶĚĞŶƚŽǆŝĚĂƟŽŶǁĞƌĞ
ŽƉƟŵŝǌĞĚƚŽŵŝŵŝĐĂƐĐůŽƐĞůǇĂƐƉŽƐƐŝďůĞƚŚĞŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶĨŽƵŶĚŝŶŽƵƌƉƌĞǀŝŽƵƐƐƚƵĚǇ͘>ͲD^
ŵĞĂƐƵƌĞŵĞŶƚƐǁĞƌĞƉĞƌĨŽƌŵĞĚŽŶ'^d&ϵŽǆŝĚŝǌĞĚǁŝƚŚǀĂƌǇŝŶŐĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶƐ,ϮKϮ;Ϭ͘ϭйʹϬ͘ϬϯйͿĂŶĚ
ĚŝīĞƌĞŶƚŝŶĐƵďĂƟŽŶƟŵĞƐ;ϭϬŵŝŶʹϭϬŚͿ͕ĂŶĚĂƚĚŝīĞƌĞŶƚƚĞŵƉĞƌĂƚƵƌĞƐ;ϭϬΣʹϮϮΣͿ͘ŌĞƌϭϯϱŵŝŶŽĨ
ŝŶĐƵďĂƟŽŶĂƚϭϬΣǁŝƚŚϬ͘Ϭϯй,ϮKϮ͕ĂƐŝŶŐůĞŽǆŝĚŝǌĞĚƐƉĞĐŝĞƐŽĨƚŚĞ'^d&ϵǁĂƐŵŽƐƚƉƌŽŵŝŶĞŶƚůǇƉƌĞƐĞŶƚ
;&ŝŐƵƌĞϮͿ͕ǁŚĞƌĞĂƐĂƚŚŝŐŚĞƌĚŽƐĞƐĂŶĚůŽŶŐĞƌŝŶĐƵďĂƟŽŶƟŵĞƐ>ͲD^ƐƉĞĐƚƌĂĚŝƐƉůĂǇĞĚŵƵůƟƉůĞƉĞĂŬƐ
ŝŶĚŝĐĂƟǀĞĨŽƌŵƵůƟƉůĞŽǆŝĚĂƟŽŶĞǀĞŶƚƐŽŶƚŚĞƌĞĐŽŵďŝŶĂŶƚ'^d͘ ŌĞƌƉƵƌŝĮĐĂƟŽŶŽĨƚŚŝƐƐŝŶŐůĞŽǆŝĚŝǌĞĚ
'^d&ϵƉƌŽƚĞŝŶ͕ĞŶĚŽƉƌŽƚĞŝŶĂƐĞ>ǇƐͲĚŝŐĞƐƟŽŶĂŶĚƉĞƉƟĚĞĂŶĂůǇƐŝƐďǇ>ͲD^ͬD^͕ǁĞĚĞƚĞĐƚĞĚƚŚĞ
GϮϰs&d/Ws>D<36ƉĞƉƟĚĞƚŚĂƚĐŽŶƚĂŝŶƐĂŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞ͘dŚŝƐƉĞƉƟĚĞŝƐ ŝĚĞŶƟĐĂůƚŽƚŚĞŽŶĞ
ƉƌĞǀŝŽƵƐůǇŝĚĞŶƟĮĞĚŝŶƉůĂŶƚĂĨƌŽŵ'^d&ϵ͕ĂůƐŽŽǆŝĚŝǌĞĚŽŶDĞƚϯϱ͘/ŶĨĂĐƚ͕ƚǁŽĨŽƌŵƐŽĨƚŚŝƐƉĞƉƟĚĞ
ǁĞƌĞĨŽƵŶĚ͕ŽŶĞǁŝƚŚĂŶĚŽŶĞǁŝƚŚŽƵƚƚŚĞŽǆŝĚŝǌĞĚDĞƚͲϯϱĂŶĚďŽƚŚǁĞƌĞŝĚĞŶƟĮĞĚďǇƚŚĞŝƌD^ͬD^
ƐƉĞĐƚƌƵŵ;&ŝŐƵƌĞϯͿ͘ĐůŽƐĞƌůŽŽŬĂƚƚŚĞƐĞD^ͬD^ƐƉĞĐƚƌĂƐŚŽǁƐƚŚĂƚƚŚĞŵĂƐƐǀĂůƵĞƐŽĨƚŚĞĚĞƚĞĐƚĞĚ
͘
ϭϰϵ
&hEd/KE>/DW>/d/KE^K&Dd,/KE/EKy/d/KE͗'^d^^^dhz
ǇͲŝŽŶƐŽĨƚŚĞŽǆŝĚŝǌĞĚĂŶĚŶŽŶͲŽǆŝĚŝǌĞĚƉĞƉƟĚĞƐĚŝīĞƌďǇϭϲĂĨƌŽŵƚŚĞǇϮͲŝŽŶŽŶǁĂƌĚƐ͕ŝŶĚŝĐĂƟǀĞĨŽƌ
ŽǆŝĚĂƟŽŶŽĨDĞƚͲϯϱ͘ůƐŽ͕ĂƐĞǆƉĞĐƚĞĚ͕ƚŚĞŽǆŝĚŝǌĞĚƉĞƉƟĚĞĞůƵƚĞƐĞĂƌůŝĞƌĨƌŽŵƚŚĞZWͲ,W>ĐŽůƵŵŶ͘
dĂŬĞŶƚŽŐĞƚŚĞƌ͕ ŽƵƌĚĂƚĂƐŚŽǁƚŚĂƚƚŚĞŝŶǀŝƚƌŽŽǆŝĚŝǌĞĚ'^d&ϵƉƌŽƚĞŝŶƌĞƐĞŵďůĞƐƚŚĞŝŶǀŝǀŽŽǆŝĚŝǌĞĚ
'^d&ϵƉƌŽƚĞŝŶ͕ĂŶĚĐĂŶƚŚƵƐŶŽǁďĞƵƐĞĚƚŽĚĞƚĞƌŵŝŶĞƉŽƐƐŝďůĞĞīĞĐƚƐŽĨŽǆŝĚĂƟŽŶŽŶĞŶǌǇŵĞĂĐƟǀŝƚǇ͘
&ŝŐƵƌĞϮ͗KƉƟŵŝǌĂƟŽŶŽĨŝŶǀŝƚƌŽ'^d&ϵŽǆŝĚĂƟŽŶ͘ 
>ͲD^ ;YͲdK&ͿŵĞĂƐƵƌĞŵĞŶƚƐŽĨ'^d&ϵďĞĨŽƌĞĂŶĚĂĨƚĞƌĂĚĚŝƚŝŽŶŽĨϬ͘ϬϯйH2O2ĂŶĚ ŝŶĐƵďĂƚŝŽŶ ĨŽƌϭϯϱŵŝŶĂƚϭϬΣ͘
'^d&ϵ ŝƐƉƌĞƐĞŶƚĂƐĂŵŽŶŽŵĞƌĚƵĞƚŽƚŚĞĚĞŶĂƚƵƌŝŶŐĞĨĨĞĐƚŽĨĂĐĞƚŽŶŝƚƌŝůĞĂŶĚƚŚĞ ůŽǁƉ,͘ůƐŽĂƉŽƉƵůĂƚŝŽŶŽĨ'^d&ϵ
ǁŝƚŚŽƵƚƚŚĞŝŶŝƟĂƚŽƌŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞǁĂƐĚĞƚĞĐƚĞĚ͘hƉŽŶŽǆŝĚĂƟŽŶ͕ĂƉƌŽŵŝŶĞŶƚƉĞĂŬŽĨƐŝŶŐůĞŽǆŝĚŝǌĞĚ'^d&ϵĂƉƉĞĂƌƐ͘ 
&ŝŐƵƌĞϯ͗KǆŝĚĂƟŽŶŽĨDĞƚͲϯϱŝŶ'^d&ϵ͘
>ͲD^ͬD^ĂŶĂůǇƐŝƐŝĚĞŶƟĮĞĚƚŚĞ'24s&d/Ws>D<ϯϲƉĞƉƟĚĞĂŌĞƌŝŶǀŝƚƌŽŽǆŝĚĂƟŽŶŽĨ'^d&ϵ͘dŚŝƐƉĞƉƟĚĞ͕ƉƌĞǀŝŽƵƐůǇŝĚĞŶƟĮĞĚ
ƚŽĐŽŶƚĂŝŶĂƚĂƌŐĞƚĨŽƌ ŝŶǀŝǀŽŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ;DĞƚͲϯϱͿ͕ ŝƐƉƌĞƐĞŶƚ ŝŶƚǁŽĨŽƌŵƐ͖ǁŝƚŚŽƌǁŝƚŚŽƵƚDĞƚͲϯϱŽǆŝĚŝǌĞĚ͘dŚĞ
ĞǆƚƌĂĐƚĞĚͲŝŽŶĐŚƌŽŵĂƚŽŐƌĂŵƐŚŽǁƐƚŚĂƚ͕ĂƐĞǆƉĞĐƚĞĚ͕ƚŚĞŽǆŝĚŝǌĞĚƉĞƉƟĚĞǁŝƚŚĂŵĂƐƐŽĨϭϰϯϰ͘ϳϰϯĂĞůƵƚĞƐĞĂƌůŝĞƌƚŚĂŶƚŚĞ
ŶŽŶͲŽǆŝĚŝǌĞĚƉĞƉƟĚĞƐ;ŵĂƐƐŽĨϭϰϭϴ͘ϳϰϳĂͿ͘dŚĞD^ͬD^ƐƉĞĐƚƌĂĂƌĞĂůƐŽƐŚŽǁŶǁŝƚŚďͲĂŶĚǇͲŝŽŶƐŝŶĚŝĐĂƚĞĚĂŶĚĚŝƐƉůĂǇĞĚĂƐ
ƵŶĚĞƌůŝŶĞĚƌĞƐŝĚƵĞƐŽƌƌĞƐŝĚƵĞƐŝŶƌĞĚŽŶƚŚĞƉĞƉƟĚĞƐĞƋƵĞŶĐĞ͕ƌĞƐƉĞĐƟǀĞůǇ͘    
 
ϭϱϬ
Chapter 6
^ƚĞƌĞŽƐƉĞĐŝĮĐŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶŽĨ'^dƉŚŝϵĂŶĚƚĂƵϮϯƌĞĚƵĐĞƐĞŶǌǇŵĞĂĐƟǀŝƚǇ
tĞƚĞƐƚĞĚǁŚĞƚŚĞƌ ƚŚĞŽǆŝĚĂƚŝŽŶŽĨ'^d&ϵĂŶĚ'^ddϮϯƉƌŽƚĞŝŶƐ ŝŶĨůƵĞŶĐĞƐ ƚŚĞŝƌĂĐƚŝǀŝƚǇ͘ /Ŷ ƚŚĞ
EĂƐƐĂǇďŽƚŚƚŚĞ'^d&ϵĂŶĚ'^ddϮϯĂĐƟǀŝƚǇǁĂƐƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚůǇ;ƉчϬ͘ϬϭͿƌĞĚƵĐĞĚƵƉŽŶŽǆŝĚĂƟŽŶ
ĂŶĚ ƚŚŝƐŽďƐĞƌǀĂƚŝŽŶǁĂƐĞǀĞŶŵŽƌĞƉƌŽŶŽƵŶĐĞĚ ĨŽƌŚŝŐŚĞƌĞŶǌǇŵĞĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶƐ ;&ŝŐƵƌĞϰͿ
;ŶхсϯͿ͘tĞŽďƐĞƌǀĞĂ ůŽƐƐŽĨϰϱйŽĨƚŚĞƚŽƚĂů'^d&ϵĞŶǌǇŵĞĂĐƚŝǀŝƚǇ͕ǁŚŝĐŚ ŝƐ ŝŶĂŐƌĞĞŵĞŶƚǁŝƚŚ
ƚŚĞŵŝǆĞĚƉŽƉƵůĂƚŝŽŶŽĨŽǆŝĚŝǌĞĚĂŶĚŶŽŶͲŽǆŝĚŝǌĞĚĞŶǌǇŵĞƵƉŽŶŽƵƌŵŝůĚĐŽŶĚŝƚŝŽŶƐŽĨŽǆŝĚĂƚŝŽŶ͘
dŽĂƐƐĞƐƐ ŝĨ ƚŚŝƐĚĞĐƌĞĂƐĞ ŝŶĂĐƚŝǀŝƚǇ ŝƐĚƵĞ ƚŽŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƚŝŽŶ͕ ƚŚĞŽǆŝĚŝǌĞĚƐĂŵƉůĞƐǁĞƌĞ
ŝŶĐƵďĂƚĞĚǁŝƚŚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞƌĞĚƵĐƚĂƐĞƐ͕D^ZĂŶĚD^Z͕ƉƌŝŽƌƚŽƚŚĞEĂƐƐĂǇ;ŶхсϯͿ͘
dŽĂǀŽŝĚĂƉŽƐƐŝďůĞƌĞĐŽǀĞƌǇŽĨ'^dĂĐƟǀŝƚǇĚƵĞƚŽƚŚĞƉƌĞƐĞŶĐĞŽĨƚŚĞƌĞĚƵĐŝŶŐĂŐĞŶƚddʹddǁĂƐ
ƵƐĞĚƚŽƌĞĚƵĐĞƚŚĞD^ZĞŶǌǇŵĞƐʹ͕ddǁĂƐĮƌƐƚƌĞŵŽǀĞĚďǇĮůƚƌĂƟŽŶ͘ /ŶĂĚĚŝƟŽŶ͕ǁĞĂůƐŽƚĞƐƚĞĚ
ĨŽƌƉŽƐƐŝďůĞĞĨĨĞĐƚƐŽĨddŽŶ'^dĂĐƚŝǀŝƚǇďǇĂĚĚŝŶŐ ŝƚĚŝƌĞĐƚůǇ ƚŽ ƚŚĞŽǆŝĚŝǌĞĚ'^dƉƌŽƚĞŝŶƐ͘dd
ŝƚƐĞůĨ ŝŶĚƵĐĞƐƉĂƌƟĂůƌĞĐŽǀĞƌǇŽĨĞŶǌǇŵĞĂĐƟǀŝƚǇ;&ŝŐƵƌĞϱͿ͘KƵƌĚĂƚĂƐŚŽǁƚŚƵƐƚŚĂƚĂŶĂĚĚŝƟŽŶŽĨ
D^ZƐƚŽŐĞƚŚĞƌǁŝƚŚddƚŽĂƐƐĞƐƐĨŽƌĂĚŝƌĞĐƚĞīĞĐƚŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶŽŶ'^dĂĐƟǀŝƚǇŵƵƐƚďĞ
ĂǀŽŝĚĞĚ͘ƐƐƵĐŚ͕ǁĞĐŽŶƟŶƵĞĚƚŚĞEĂƐƐĂǇƐǁŝƚŚƌĞĚƵĐĞĚD^ZƐďƵƚŝŶƚŚĞĂďƐĞŶĐĞŽĨdd͘ ,ĞƌĞ͕
ƚŚĞĞŶǌǇŵĂƟĐĂĐƟǀŝƟĞƐŽĨ'^dǁĞƌĞƌĞƐƚŽƌĞĚĨŽƌƵƉƚŽϴϴйĨŽƌ'^ddϮϯĂŶĚĨƵůůǇƌĞƐƚŽƌĞĚĨŽƌ'^d&ϵ͕
ŝŶĚŝĐĂƟŶŐƚŚĂƚƌĞǀĞƌƐŝďůĞŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶǁĂƐƌĞƐƉŽŶƐŝďůĞĨŽƌĚĞĐƌĞĂƐĞĚ'^dĂĐƟǀŝƚǇ;&ŝŐƵƌĞϱͿ͘
DŽƌĞŽǀĞƌ͕ ŽǆŝĚĂƟŽŶŽĨ'^d&ϵĂŶĚ'^ddϮϯŝƐƐƚĞƌĞŽƐƉĞĐŝĮĐĂƐ'^d&ϵĂĐƟǀŝƚǇĐŽƵůĚŽŶůǇďĞƌĞƐƚŽƌĞĚďǇ
D^Z͕ŝŵƉůǇŝŶŐƚŚĂƚƚŚĞŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞͲƐƵůĨŽǆŝĚĞŝƐĂŶ^ͲĞƉŝŵĞƌ͕ ǁŚŝůĞƚŚĞŽƉƉŽƐŝƚĞŚŽůĚƐƚƌƵĞĨŽƌ'^ddϮϯ
ǁŚŝĐŚĂƉƉĞĂƌƐƚŽŚŽůĚĂŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞͲƐƵůĨŽǆŝĚĞZͲĞƉŝŵĞƌƚŚĂƚĐĂŶŽŶůǇďĞƌĞĚƵĐĞĚďǇD^Z;&ŝŐƵƌĞϱͿ͘
&ŝŐƵƌĞϰ͗KǆŝĚĂƟŽŶŶĞŐĂƟǀĞůǇĂīĞĐƚƐ'^d&ϵĂŶĚ'^ddϮϯĂĐƟǀŝƚǇ͘  
ŶǌǇŵĞĂĐƟǀŝƚǇŵĞĂƐƵƌĞŵĞŶƚƐǀŝĂƚŚĞEĂƐƐĂǇƐŚŽǁĂƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚ;ƉчϬ͘Ϭϭ͕ĚĞƉŝĐƚĞĚĂƐΎͿŶĞŐĂƟǀĞŝŵƉĂĐƚĨŽƌďŽƚŚ'^dƐƵƉŽŶ
ŽǆŝĚĂƟŽŶ͘KǆŝĚŝǌĞĚ'^d&ϵŚĂƐĂůŽƐƐŽĨƵƉƚŽϰϱйŽĨƚŚĞƚŽƚĂůĞŶǌǇŵĞĂĐƟǀŝƚǇ͕ǁŚŝůĞƚŚĞĂĐƟǀŝƚǇŽĨŽǆŝĚŝǌĞĚ'^ddϮϯĚƌŽƉƐǁŝƚŚ
ĂďŽƵƚϯϴй͘      
ϭϱϭ
&hEd/KE>/DW>/d/KE^K&Dd,/KE/EKy/d/KE͗'^d^^^dhz
&ŝŐƵƌĞϱ͗D^ZĞŶǌǇŵĞƐƌĞƉĂŝƌƐƚĞƌĞŽƐƉĞĐŝĮĐŽǆŝĚĂƟŽŶŽĨ'^d&ϵĂŶĚ'^ddϮϯ͘ 
ŶǌǇŵĞĂĐƟǀŝƟĞƐŽĨŽǆŝĚŝǌĞĚ'^dĐĂŶďĞƌĞƐƚŽƌĞĚďǇD^ZƐ͘KǆŝĚŝǌĞĚ'^d&ϵŝƐƌĞƐƚŽƌĞĚƚŽŝƚƐŵĂǆŝŵƵŵĞŶǌǇŵĞĂĐƟǀŝƚǇďǇD^Z
;ƉчϬ͘Ϭϭ͕ĚĞƉŝĐƚĞĚĂƐΎͿ͕ǁŚŝůĞŽǆŝĚŝǌĞĚ'^ddϮϯŝƐƌĞƐƚŽƌĞĚƚŽϴϴйŽĨŝƚƐĂĐƟǀŝƚǇďǇD^Z;ƉчϬ͘Ϭϱ͕ĚĞƉŝĐƚĞĚĂƐΎΎͿ͘ddŝƚƐĞůĨ
ĂůƐŽŚĂƐĂƉŽƐŝƟǀĞĞīĞĐƚŽŶ'^dĞŶǌǇŵĞĂĐƟǀŝƚǇĂŶĚĂƐƐƵĐŚǁĂƐŶŽƚĂĚĚĞĚŝŶƚŚĞďƵīĞƌƐŽůƵƟŽŶŽĨƚŚĞƌĞĂĐƟŽŶŵŝǆƚƵƌĞ͘
ĚĚŝƟŽŶĂůƉƌŽŽĨŽĨĐŽŶĐĞƉƚƚŚĂƚ ŝƚ ŝƐŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶŝŶ'^d&ϵĂŶĚ'^ddϮϯƚŚĂƚ ŝƐĐĂƵƐŝŶŐƚŚĞ
ƌĞĚƵĐĞĚĂĐƟǀŝƚǇŝƐƉƌŽǀŝĚĞĚďǇƐŚŽǁŝŶŐƚŚĂƚD^ZƐĂƌĞĂĐƟǀĞǁŚĞŶƚŚĞŽǆŝĚŝǌĞĚ'^dƉƌŽƚĞŝŶƐĂƌĞƚŚĞ
ŐŝǀĞŶƐƵďƐƚƌĂƚĞƐ͘/ŶĂĐŽƵƉůĞĚĞŶǌǇŵĞĂƐƐĂǇ͕ ƚŚĞD^ZĂĐƟǀŝƚǇǁĂƐĞǀĂůƵĂƚĞĚďǇŝŶǀŝƚƌŽƌĞĐŽŶƐƟƚƵƟŶŐƚŚĞ
ĐŽŵƉůĞƚĞƌĞĚŽǆĐǇĐůĞŶĞĐĞƐƐĂƌǇƚŽƌĞĐǇĐůĞD^ZĞŶǌǇŵĞƐǁŚĞŶĂĐƟǀĞŽŶƚŚĞƉƌŽǀŝĚĞĚƐƵďƐƚƌĂƚĞƐ>ͲDĞƚK͕
ŽǆŝĚŝǌĞĚ'^d&ϵŽƌŽǆŝĚŝǌĞĚ'^ddϮϯ;&ŝŐƵƌĞϲͿ͘,ĞƌĞ͕ ƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶĂŶĚƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶƌĞĚƵĐƚĂƐĞǁĞƌĞ
ŝŶĐƵďĂƚĞĚǁŝƚŚƚŚĞD^ZĞŶǌǇŵĞƐĂŶĚEW,͕ĂŌĞƌǁŚŝĐŚƐƵďƐƚƌĂƚĞǁĂƐĂĚĚĞĚĂŶĚEW,ĐŽŶƐƵŵƉƟŽŶ
ǁĂƐĨŽůůŽǁĞĚŽǀĞƌƟŵĞ͘dŽĞǆĐůƵĚĞƉŽƐƐŝďůĞŽǆŝĚĂƟǀĞĞīĞĐƚƐŽĨƌĞŵŶĂŶƚƐŽĨŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞůĞĂĚŝŶŐƚŽ
EW,ĚĞƉůĞƟŽŶ͕ĂĚĚŝƟŽŶŽĨŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞ;Ϭ͘ϬϯйͿŝŶƐƚĞĂĚŽĨƐƵďƐƚƌĂƚĞǁĂƐĂůƐŽƚĞƐƚĞĚ;&ŝŐƵƌĞϲͿ͘
KŶĐĞĂŐĂŝŶ͕ƐƚĞƌĞŽƐƉĞĐŝĮĐŝƚǇǁĂƐƐŚŽǁŶĂƐEW,ǁĂƐĐŽŶƐƵŵĞĚǁŚĞŶŽǆŝĚŝǌĞĚ'^d&ϵǁĂƐĂĚĚĞĚƚŽƚŚĞ
ƌĞĚŽǆĐǇĐůĞĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐD^Z͕ďƵƚŶŽƚD^Z͘ůƐŽ͕ƌĞƐŝĚƵĂůŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞĨƌŽŵƚŚĞŽǆŝĚŝǌĞĚƐĂŵƉůĞƐ͕
ǁŚŝĐŚŵŝŐŚƚĐĂƵƐĞĂĚĚŝƟŽŶĂůŽǆŝĚĂƟŽŶŝŶƚŚĞƌĞĚŽǆĐŚĂŝŶ͕ĐĂŶďĞŶĞŐůĞĐƚĞĚ͕ĂƐŶŽŝŶŇƵĞŶĐĞŽŶEW,
ĐŽŶƐƵŵƉƟŽŶǁĂƐŽďƐĞƌǀĞĚ͘ǇƉůŽƫŶŐƚŚĞŝŶŝƟĂůǀĞůŽĐŝƟĞƐŽĨƚŚĞƉƌŽŐƌĞƐƐĐƵƌǀĞƐ;&ŝŐ͘ϲͿ͕ŝƚďĞĐŽŵĞƐĐůĞĂƌ
ƚŚĂƚ'^d&ϵĐĂƌƌŝĞƐĂŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ;^ͿͲ^ͲŽǆŝĚĞ͕ǁŚŝůĞ'^ddϮϯĐŽŶƚĂŝŶƐĂŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ;ZͿͲ^ͲŽǆŝĚĞ;&ŝŐƵƌĞϲͿ͘
dŽŐĞƚŚĞƌ͕ ƚŚĞƐĞĚĂƚĂ ƐŚŽǁ ƚŚĂƚ ƚǁŽŵĞŵďĞƌƐŽĨƉůĂŶƚͲƐƉĞĐŝĨŝĐ'^dƉƌŽƚĞŝŶƐ ;ƉŚŝϵĂŶĚ ƚĂƵϮϯͿ
ĂƌĞƉƌŽŶĞƚŽƐƚĞƌĞŽƐƉĞĐŝĨŝĐŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƚŝŽŶ͕ǁŚŝĐŚŶĞŐĂƚŝǀĞůǇĂĨĨĞĐƚƐ ƚŚĞŝƌĞŶǌǇŵĞĂĐƚŝǀŝƚǇ͘
ϭϱϮ
Chapter 6
&ŝŐƵƌĞϲ͗EW,ĐŽŶƐƵŵƉƟŽŶŝŶƚŚĞD^ZƌĞĚŽǆĐǇĐůĞ͘
ǇĂĚĚŝƟŽŶŽĨEW,͕ƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶƌĞĚƵĐƚĂƐĞ͕ƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶ͕ĂŶĚD^ZƐŝŶĂĐŽƵƉůĞĚĞŶǌǇŵĞĂƐƐĂǇƚŽƚŚĞƐƵďƐƚƌĂƚĞƐŽǆŝĚŝǌĞĚ'^d&ϵ͕
ŽǆŝĚŝǌĞĚ'^ddϮϯŽƌ>ͲDĞƚK͕ĂƌĞĚŽǆĐǇĐůĞŝƐĐƌĞĂƚĞĚŝŶǁŚŝĐŚEW,ĐŽŶƐƵŵƉƟŽŶŝƐĚŝƌĞĐƚůǇůŝŶŬĞĚƚŽD^ZĂĐƟǀŝƚǇ;ůĞŌƉĂŶĞůͿ. 
WƌŽŐƌĞƐƐĐƵƌǀĞƐƐŚŽǁƚŚĂƚD^ZďƵƚŶŽƚD^ZŽƌƌĞŵŶĂŶƚƐŽĨH2O2ĐĂƵƐĞƐEW,ŽǆŝĚĂƟŽŶǁŚĞŶ'^d&ϵǁĂƐĂĚĚĞĚĂƐĂƐƵďƐƚƌĂƚĞ͘
(ƌŝŐŚƚƉĂŶĞůͿ͘WůŽƫŶŐƚŚĞŝŶŝƟĂůǀĞůŽĐŝƟĞƐďǇǁŚŝĐŚEW,ŝƐĐŽŶƐƵŵĞĚĚĞƉŝĐƚƐD^ZĂĐƟǀŝƚǇƵƉŽŶĂĚĚŝƟŽŶŽĨŽǆŝĚŝǌĞĚ'^d&ϵ͕ǁŚŝůĞ
D^ZŝƐŽŶůǇĂĐƟǀĞŽŶŽǆŝĚŝǌĞĚ'^ddϮϯ͘KǆŝĚŝǌĞĚ>ͲŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞǁĂƐŝŶĐůƵĚĞĚĂƐĂƉŽƐŝƟǀĞĐŽŶƚƌŽůĨŽƌD^ZĂĐƟǀŝƚǇ;BͿ͘ ൰
͘
͘
ϭϱϯ
&hEd/KE>/DW>/d/KE^K&Dd,/KE/EKy/d/KE͗'^d^^^dhz
/^h^^/KE
'ůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ^ͲƚƌĂŶƐĨĞƌĂƐĞƐĂƌĞƵďŝƋƵŝƚŽƵƐůǇƉƌĞƐĞŶƚ ŝŶƉůĂŶƚƐĂŶĚĂƌĞĚŝǀŝĚĞĚ ŝŶƚŽƐĞǀĞŶĐůĂƐƐĞƐŽĨ
ǁŚŝĐŚƚŚĞƚǁŽůĂƌŐĞƐƚ͕ƚŚĞƉŚŝĂŶĚƚĂƵĐůĂƐƐĞƐ͕ŚĂǀĞŶŽĐŽƵŶƚĞƌƉĂƌƚƐŝŶĂŶŝŵĂůƐ΀Ϯϲ΁͘,ĞƌĞ͕ǁĞƐƚƵĚŝĞĚ
ƚŚĞŽǆŝĚĂƟǀĞƉŽƐƚͲƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶŽĨĂŵĞŵďĞƌŽĨƚŚĞƉŚŝ;'^d&ϵͿĂŶĚƚĂƵ;'^ddϮϯͿĐůĂƐƐĞƐ͘
ůƚŚŽƵŐŚƐĞǀĞƌĂůĨƵŶĐƟŽŶĂůƐƚƵĚŝĞƐŽŶƉůĂŶƚ'^dƐŚĂǀĞďĞĞŶĚĞƐĐƌŝďĞĚ͕ĞŶǌǇŵĞŬŝŶĞƟĐƐƐƚƵĚŝĞƐĂƌĞƌĂƌĞůǇ
ƌĞƉŽƌƚĞĚĂŶĚĞǀĞŶŶŽŶͲĞǆŝƐƟŶŐĨŽƌ Arabidopsis '^dƉƌŽƚĞŝŶƐ͘DŽƌĞƐƉĞĐŝĮĐĂůůǇĨŽƌ'^ddϮϯĂŶĚ'^d&ϵ͕
ŶŽƚŚŝŶŐŝƐŬŶŽǁŶĂďŽƵƚĂƐƉĞĐŝĮĐĨƵŶĐƟŽŶŽƌůŽĐĂůŝǌĂƟŽŶŽƚŚĞƌƚŚĂŶƚŚĂƚ'^d&ϵŝƐĂŚŝŐŚůǇĂďƵŶĚĂŶƚĂŶĚ
ĐŽŶƐƟƚƵƟǀĞůǇĞǆƉƌĞƐƐĞĚƉƌŽƚĞŝŶ΀Ϯϳ΁͘dŚĞ<MǀĂůƵĞƐŽĨ'^d&ϵ;ϭ͘ϵŵDͿĂŶĚ'^ddϮϯ;ϭ͘ϴŵDͿĂŐƌĞĞǁŝƚŚ
ƉƌĞǀŝŽƵƐůǇƌĞƉŽƌƚĞĚǀĂůƵĞƐŽĨĂ'^d/ŝŶŵĂŝǌĞ;ϭ͘ϲŵDͿ΀Ϯϴ΁ĂŶĚĂ'^dϭͬϭŝŶƐŽƌŐŚƵŵ;ϭ͘ϵŵDͿ΀Ϯϵ΁͘
ůƐŽ͕ƚŚĞŵĂǆŝŵƵŵƌĞĂĐƟŽŶƌĂƚĞƐ͕ϭϯ͘ϲϴʅDͬŵŝŶĨŽƌ'^d&ϵĂŶĚϵ͘ϯϬʅDͬŵŝŶĨŽƌ'^ddϮϯ͕ĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚƚŽ
ƚŚŽƐĞƌĞƉŽƌƚĞĚ'^dƐŝŶƐŽƌŐŚƵŵ;Ϯϵ͘ϮϳʅDͬŵŝŶĨŽƌ'^dϭͬϭĂŶĚϳ͘ϯϮʅDͬŵŝŶĨŽƌ'^dϭͬϮͿ΀Ϯϵ΁͘dŚĞƐĞ
ƌĞƐƵůƚƐŝŶĚŝĐĂƚĞƚŚĂƚƚŚĞEĂƐƐĂǇŝƐŝŶĚĞĞĚĂǀĂůƵĂďůĞƐƚƌĂƚĞŐǇĨŽƌĚĞƚĞƌŵŝŶŝŶŐŬŝŶĞƟĐƉĂƌĂŵĞƚĞƌƐŽĨ
ŝƐŽůĂƚĞĚƉůĂŶƚ'^dƐ͘/ŶƚŚŝƐƉĂƌƟĐƵůĂƌĐĂƐĞ͕ƚŚĞƌĞĐŽŵďŝŶĂŶƚ'^d&ϵĂŶĚ'^ddϮϯƉƌŽƚĞŝŶƐŚĂǀĞĂƚŽůĞƌĂďůĞ
ĂĸŶŝƚǇĨŽƌƚŚĞƐƵďƐƚƌĂƚĞ͕ĂůƚŚŽƵŐŚƚŚĞƚƵƌŶŽǀĞƌŶƵŵďĞƌƐĂŶĚƚŚĞĐĂƚĂůǇƟĐĞĸĐŝĞŶĐŝĞƐĂƌĞƌĞůĂƟǀĞůǇůŽǁ͘
'^d&ϵĂŶĚ'^ddϮϯǁĞƌĞƉƌĞǀŝŽƵƐůǇ ŝĚĞŶƚŝĨŝĞĚ ŝŶĂƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐƐƵƌǀĞǇƚŽĚŝƐĐŽǀĞƌ ŝŶǀŝǀŽƚĂƌŐĞƚƐŽĨ
ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶƵƉŽŶŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ ŝŶA. thaliana ůĞĂǀĞƐ͘dŽĞůƵĐŝĚĂƚĞƚŚĞƉŽƐƐŝďůĞ ŝŵƉĂĐƚŽĨ
ŽǆŝĚĂƟŽŶŽŶƚŚĞĞŶǌǇŵĂƟĐƉƌŽƉĞƌƟĞƐ͕ ŝŶǀŝƚƌŽĂĐƟǀŝƚǇĂƐƐĂǇƐǁĞƌĞƉĞƌĨŽƌŵĞĚǁŚŝĐŚƐŝŵƵůƚĂŶĞŽƵƐůǇ
ƐĞƌǀĞĚĂƐĂǀĂůŝĚĂƚŝŽŶ ĨŽƌ ƚŚĞƉƌĞǀŝŽƵƐůǇ ƌĞƉŽƌƚĞĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƚŝŽŶ͘^ŝŶĐĞ ƚŚĞĞǆĂĐƚƐŝƚĞƐŽĨ
ŽǆŝĚĂƚŝŽŶĂƌĞĂůƐŽƐƉĞĐŝĨŝĞĚ͕ ƚŚĞĐŽŶĚŝƚŝŽŶƐŽĨŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞĞǆƉŽƐƵƌĞǁĞƌĞŽƉƚŝŵŝǌĞĚĂƐ ƚŽ
ĐƌĞĂƚĞƐƉĞĐŝĮĐŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ;&ŝŐƵƌĞƐϮͲϯͿ͘ŽƚŚĞŶǌǇŵĞƐǁĞƌĞƐĞŶƐŝƟǀĞƚŽǁĂƌĚƐŽǆŝĚĂƟŽŶ͕
ǁŚŝĐŚŚĂĚĂŶĞŐĂƟǀĞ ŝŵƉĂĐƚŽŶƚŚĞŝƌŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞƚƌĂŶƐĨĞƌĂƐĞĂĐƟǀŝƟĞƐ;&ŝŐƵƌĞϰͿ͘ /ŶƚĞƌĞƐƟŶŐůǇ͕ƚŚĞ
ĞŶǌǇŵĞĂĐƚŝǀŝƚŝĞƐŽĨďŽƚŚŽǆŝĚŝǌĞĚ'^dƐĐĂŶďĞƌĞƐƚŽƌĞĚďǇD^ZƐ͕ďƵƚD^ZƌĞƉĂŝƌƐ'^d&ϵ͕ǁŚŝůĞ
D^ZƌĞƉĂŝƌƐ'^ddϮϯ͘dŚŝƐĐůĞĂƌůǇƉŽŝŶƚƐƚŽǁĂƌĚƐƐƚĞƌĞŽƐƉĞĐŝĮĐŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶŽĨ'^dƐ͕ǁŚĞƌĞ
'^d&ϵĐĂƌƌŝĞƐĂŶ^ͲĞƉŝŵĞƌĂŶĚ'^ddϮϯĂŶZͲĞƉŝŵĞƌ͘ ZĞďƵŝůĚŝŶŐƚŚĞĐŽŵƉůĞƚĞƌĞĚŽǆĐǇĐůĞƚŽƌĞĚƵĐĞ
ŽǆŝĚŝǌĞĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞƌĞĚƵĐƚĂƐĞƐĂĨƚĞƌĂƐŝŶŐůĞĐĂƚĂůǇƚŝĐĞǀĞŶƚǁĂƐƵƐĞĚĂƐĂŶĂůƚĞƌŶĂƚŝǀĞ
ŵĞƚŚŽĚƚŽĞǀŝĚĞŶĐĞD^ZĂĐƟǀŝƚǇďǇŵĞĂƐƵƌŝŶŐEW,ĐŽŶƐƵŵƉƟŽŶŝŶĨƵŶĐƟŽŶŽĨƟŵĞ͘ƉĂƌƚĨƌŽŵ
ƚŚŝƐ͕ ŝƚĂůƐŽĞŵƉŚĂƐŝǌĞƐƚŚĞĐŽŶƐĞƌǀĂƚŝŽŶŽĨ ƚŚĞƌĞĚƵĐƚŝŽŶͲŽǆŝĚĂƚŝŽŶƐǇƐƚĞŵƐĂĐƌŽƐƐƐƉĞĐŝĞƐĂƐƚŚĞ
ďƵŝůĚŝŶŐďůŽĐŬƐƚŽĂƐƐĞŵďůĞƚŚĞƌĞĚŽǆĐǇĐůĞǁĞƌĞĚĞƐĐĞŶĚŝŶŐĨƌŽŵCorynebacterium up to Arabidopsis͘
dŚĞŽǆŝĚŝǌĞĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƌĞƐŝĚƵĞƐŝŶ'^d&ϵĂŶĚ'^ddϮϯĂƌĞƌĞƐŝĚŝŶŐŝŶƚŚĞEͲƚĞƌŵŝŶĂůĚŽŵĂŝŶ͕ǁŚŝĐŚ
ŚĂƐĞǀŽůǀĞĚĨƌŽŵƚŚĞƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶĨŽůĚĂŶĚŝƐƐƚƌƵĐƚƵƌĂůůǇƐŝŵŝůĂƌƚŽŝƚ΀ϮϬ΁͘^ŝŶĐĞƚŚŝƐĚŽŵĂŝŶĨŽƌŵƐƚŚĞ
ŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞďŝŶĚŝŶŐƉŽĐŬĞƚ͕ĂƌĞĚƵĐƟŽŶŽĨĞŶǌǇŵĞĂĐƟǀŝƚǇŵŝŐŚƚďĞĚƵĞƚŽĂŚŝŶĚƌĂŶĐĞŽĨƚŚĞŚǇĚƌŽƉŚŝůŝĐ
ŽǆǇŐĞŶĂƚŽŵĂƩĂĐŚĞĚƚŽƚŚĞŽƚŚĞƌǁŝƐĞŚǇĚƌŽƉŚŽďŝĐŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ͘^ŝŶĐĞ'^dƐĂƌĞƐŽŶƵŵĞƌŽƵƐůǇƉƌĞƐĞŶƚ
in Arabidopsis͕ ŝƚ ŝƐĚŝĸĐƵůƚƚŽƉƌĞĚŝĐƚƚŚĞŽƵƚĐŽŵĞŽĨĚĞĐƌĞĂƐĞĚ'^dĂĐƟǀŝƚǇŽŶĐĞůůƵůĂƌǀŝĂďŝůŝƚǇ͘ /Ĩ
ŽǆŝĚĂƟŽŶŝƐƐƉĞĐŝĮĐĂůůǇĚŝƌĞĐƚĞĚƚŽǁĂƌĚƐŽŶůǇĂĨĞǁŵĞŵďĞƌƐŽĨƚŚĞůĂƌŐĞ'^dĨĂŵŝůǇ͕ ƚŚĞǇŵŝŐŚƚƚĂƌŐĞƚ
ǀĞƌǇƉƌĞĐŝƐĞƉƌŽĐĞƐƐĞƐ͘dŚƵƐĨĂƌ͕ ŶŽƐƉĞĐŝĮĐĨƵŶĐƟŽŶƐŚĂǀĞďĞĞŶĂƐƐŝŐŶĞĚƚŽ'^d&ϵĂŶĚ'^ddϮϯ͕ŶŽƌŝƐ
ƚŚĞŝƌůŽĐĂůŝǌĂƟŽŶƐƉĞĐŝĮĞĚ͘ůůŽĐĂƟŽŶŽĨĞǆĂĐƚĨƵŶĐƟŽŶƐĨŽƌƚŚĞƐĞĞŶǌǇŵĞƐŝƐĂĮƌƐƚƐƚĞƉƚŽŐĞƚŝŶƐŝŐŚƚƐ
ŝŶƚŽƚŚĞŝŶǀŝǀŽĐŽŶƐĞƋƵĞŶĐĞƐŽĨƌĞĚƵĐĞĚĂĐƟǀŝƚǇƵƉŽŶŽǆŝĚĂƟŽŶ͘/ŶĂŶĂůŽŐǇƚŽĂƉĞƚƵŶŝĂ'^dŝŶǀŽůǀĞĚŝŶ
ĂŶƚŚŽĐǇĂŶŝŶƐĞƋƵĞƐƚƌĂƟŽŶƚŚƌŽƵŐŚƚŚĞďŝŶĚŝŶŐŽĨŇĂǀŽŶŽŝĚƐ΀ϯϬ΁͕'^d&ϵĂŶĚ'^ddϮϯŵŝŐŚƚďĞŝŶǀŽůǀĞĚ
ŝŶƉĂƌƟĐƵůĂƌŵĞƚĂďŽůŝĐƉĂƚŚǁĂǇƐ͘/ƚĐŽƵůĚĂůƐŽďĞŚǇƉŽƚŚĞƐŝǌĞĚƚŚĂƚƵƉŽŶŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͕ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ
ŽǆŝĚĂƟŽŶƉƌĞǀĞŶƚƐďŝŶĚŝŶŐŽĨŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞƚŽ'^d͕ ŚĞƌĞďǇŝŶĐƌĞĂƐŝŶŐƚŚĞƉŽŽůŽĨĂǀĂŝůĂďůĞŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ͘dŚŝƐ
ϭϱϰ
Chapter 6
ĐŽƵůĚůĞĂĚƚŽĂŚŝŐŚĞƌƌĂƚĞŽĨŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞĚĞƚŽǆŝĮĐĂƟŽŶǀŝĂƚŚĞŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞͲĂƐĐŽƌďĂƚĞĐǇĐůĞ΀ϯϭ΁͘
DƵůƟƉůĞƐĞƋƵĞŶĐĞĂůŝŐŶŵĞŶƚŽĨƚŚĞŚŽŵŽůŽŐŽƵƐ'^d&ϵĂŶĚ'^ddϮϯƉƌŽƚĞŝŶĨĂŵŝůŝĞƐĨƵƌƚŚĞƌŚŝŶƚƐƚŽǁĂƌĚƐ
ƚŚĞŝŵƉŽƌƚĂŶĐĞŽĨƚŚŝƐŽǆŝĚĂƟŽŶ͘ĞƐƉŝƚĞƚŚĞŽǀĞƌĂůů ůŝƩůĞƐĞƋƵĞŶĐĞŚŽŵŽůŽŐǇďĞƚǁĞĞŶ'^dƉƌŽƚĞŝŶƐ͕
ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽĨƚŚĞŝĚĞŶƟĮĞĚŽǆŝĚĂƟŽŶƐŝƚĞƐŝƐĐŽŶƐĞƌǀĞĚŝŶĂƌĞŵĂƌŬĂďůĞƐĞƚŽĨƉůĂŶƚƐƉĞĐŝĞƐ͘DĞƚͲϯϱ
ŽĨ'^d&ϵŝƐ͕ĂŵŽŶŐƐƚŽƚŚĞƌƐ͕ĐŽŶƐĞƌǀĞĚŝŶƚŚĞŚŽŵŽůŽŐŽƵƐŐĞŶĞƐŽĨƐŽǇďĞĂŶ͕ŐƌĂƉĞǀŝŶĞ͕ƐŽƌŐŚƵŵĂŶĚ
ƉĂƉĂǇĂǁŚŝůĞDĞƚͲϰϳŽĨ'^ddϮϯŝƐĐŽŶƐĞƌǀĞĚŝŶƉƌŽƚĞŝŶƐŽĨƉŽƉůĂƌ͕ ĂƉƉůĞ͕ƌŝĐĞ͕ĐĂƐƐĂǀĂĂŶĚƐƚƌĂǁďĞƌƌǇ͘
ZĞĐĞŶƚůǇ͕ ƚǁŽŽƚŚĞƌŵĞŵďĞƌƐŽĨƚŚĞ'^dƉŚŝĐůĂƐƐ;'^d&Ϯͬ&ϯͿǁĞƌĞƐŚŽǁŶƚŽďĞƐƵďƐƚƌĂƚĞƐŽĨD^Zϳ
ƵƉŽŶŚǇƉŽĐŚůŽƌŽƵƐĂĐŝĚƚƌĞĂƚŵĞŶƚ΀ϯϮ΁͘D^ZϳǁĂƐĐĂƉĂďůĞŽĨƌĞƐƚŽƌŝŶŐƚŚĞĂĐƟǀŝƟĞƐŽĨŽǆŝĚŝǌĞĚ'^d&Ϯ
ĂŶĚ'^d&ϯŝŶǀŝƚƌŽ͕ĂůƚŚŽƵŐŚƚŚĞƐĞƌĞƐƵůƚƐŵƵƐƚďĞŝŶƚĞƌƉƌĞƚĞĚǁŝƚŚƚŚĞŶĞĐĞƐƐĂƌǇĐĂƵƟŽŶ͕ĂƐϭϬŵDdd
ǁĂƐƉƌĞƐĞŶƚŝŶƚŚĞŝŶĐƵďĂƟŽŶďƵīĞƌŽĨD^ZĂŶĚ'^d͘ /ŶĚĞĞĚ͕ǁĞŚĞƌĞĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞĚƚŚĂƚƐƵĐŚĐŽŶĚŝƟŽŶƐ
ĂƌĞĨĂƌĨƌŽŵŽƉƟŵĂůĂƐddŝƚƐĞůĨŚĂƐĂƉŽƐŝƟǀĞĞīĞĐƚŽŶƚŚĞƌĞĂĚŽƵƚŽĨ'^dĞŶǌǇŵĞĂĐƟǀŝƚǇ;&ŝŐƵƌĞϱͿ͘
yWZ/DEd>WZKhZ^
ZĞĐŽŵďŝŶĂŶƚƉƌŽƚĞŝŶĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶĂŶĚƉƵƌŝĮĐĂƟŽŶ
'ĂƚĞǁĂǇΡĐƵƐƚŽŵƉEdZϮϮϯǀĞĐƚŽƌƐ ;d/ZͿ ĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐ ĐŽĚŝŶŐ ƐĞƋƵĞŶĐĞƐŽĨ ĨƵůůͲůĞŶŐƚŚ'^d&ϵ
;dϮ'ϯϬϴϲϬͿĂŶĚ'^ddϮϯ;dϭ'ϳϴϯϮϬͿƉƌŽƚĞŝŶƐǁĞƌĞƌĞĐŽŵďŝŶĞĚŝŶƚŽƉ^dϭϰ'ĂƚĞǁĂǇΡĚĞƐƟŶĂƟŽŶ
ǀĞĐƚŽƌƐ͘>Ϯϭ^ƚĂƌΡKŶĞ^ŚŽƚĐŚĞŵŝĐĂůůǇĐŽŵƉĞƚĞŶƚ͘ĐŽůŝĐĞůůƐ ;/ŶǀŝƚƌŽŐĞŶͿǁĞƌĞƚƌĂŶƐĨŽƌŵĞĚĂŶĚ
'^d&ϵĂŶĚ'^ddϮϯƉƌŽƚĞŝŶƉƌŽĚƵĐƟŽŶǁĂƐŝŶĚƵĐĞĚǁŝƚŚϬ͘ϮŵDŝƐŽƉƌŽƉǇůɴͲĚͲϭͲƚŚŝŽŐĂůĂĐƚŽƉǇƌĂŶŽƐŝĚĞ
;/Wd'ͿŝŶŐƌŽǁŝŶŐĐƵůƚƵƌĞƐŽĨ͘ĐŽůŝĐĞůůƐƌĞĂĐŚŝŶŐĂŶKϲϬϬŽĨϬ͘ϴ͘ŌĞƌŝŶĐƵďĂƟŽŶŽǀĞƌŶŝŐŚƚĂƚϭϲΣ͕
ĐĞůůƐǁĞƌĞĐĞŶƚƌŝĨƵŐĞĚĨŽƌϭϬŵŝŶĂƚϮϳϬϬǆŐ͕ƌĞͲƐƵƐƉĞŶĚĞĚŝŶϮϬŵůĐŽůĚƉŚŽƐƉŚĂƚĞďƵīĞƌƐĂůŝŶĞǁŝƚŚ
ϭŵDdd͕ ϭйdƌŝƚŽŶyͲϭϬϬĂŶĚĐKŵƉůĞƚĞWƌŽƚĞĂƐĞ /ŶŚŝďŝƚŽƌŽĐŬƚĂŝů ;ZŽĐŚĞͿ͘^ŽŶŝĐĂƟŽŶĨŽƌϱŵŝŶ
ǁŝƚŚϭϬƐƉƵůƐĞƐǁĂƐĨŽůůŽǁĞĚďǇĐĞŶƚƌŝĨƵŐĂƟŽŶĨŽƌϭϬŵŝŶĂƚϭϬϬϬϬǆŐƚŽƌĞŵŽǀĞĐĞůůƵůĂƌĚĞďƌŝƐ͕ĂŌĞƌ
ǁŚŝĐŚƚŚĞƌĞĐŽŵďŝŶĂŶƚ'^dƉƌŽƚĞŝŶƐǁĞƌĞƉƵƌŝĮĞĚĨƌŽŵƚŚĞƐƵƉĞƌŶĂƚĂŶƚďǇĂĸŶŝƚǇĐŚƌŽŵĂƚŽŐƌĂƉŚǇ
ƵƐŝŶŐ ŝŵŵŽďŝůŝǌĞĚŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ;'^dƌĂƉ,WŽůƵŵŶƐ͕',ĞĂůƚŚĐĂƌĞͿ͘ůƵƚŝŽŶŽĨƚŚĞĂĨĨŝŶŝƚǇͲƚƌĂƉƉĞĚ
'^dƉƌŽƚĞŝŶƐǁĂƐĚŽŶĞƵƐŝŶŐĂϱϬŵDdƌŝƐͲ,ů;Ɖ,ϴͿďƵīĞƌĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐϭϬŵDŽĨƌĞĚƵĐĞĚŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ͘
>ͲD^;ͬD^ͿŵĞĂƐƵƌĞŵĞŶƚƐŽĨƚŚĞŽǆŝĚŝǌĞĚƌĞĐŽŵďŝŶĂŶƚ'^d&ϵƉƌŽƚĞŝŶ
dŚĞƌĞĚƵĐĞĚŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞƚŚĂƚǁĂƐƉƌĞƐĞŶƚ ŝŶƚŚĞĞůƵƟŽŶďƵīĞƌǁĂƐƌĞŵŽǀĞĚďǇĚĞƐĂůƟŶŐŽǀĞƌĂϬ͘ϳ
ŵůWŽůǇĂĐƌǇůĂŵŝĚĞ^ƉŝŶĞƐĂůƟŶŐŽůƵŵŶ;dŚĞƌŵŽ^ĐŝĞŶƟĮĐWŝĞƌĐĞͿĨŽůůŽǁŝŶŐƚŚĞŝŶƐƚƌƵĐƟŽŶƐŽĨƚŚĞ
ŵĂŶƵĨĂĐƚƵƌĞƌ͘ ƵƌŝŶŐƚŚŝƐƐƚĞƉ͕ ƚŚĞ'^d&ϵƉƌŽƚĞŝŶďƵĨĨĞƌǁĂƐĞǆĐŚĂŶŐĞĚǁŝƚŚϭϬŵDĂŵŵŽŶŝƵŵ
ĂĐĞƚĂƚĞ͕Ɖ,ϳ͘dŚĞŶ͕ŵƵůƚŝƉůĞ ĐŽŶĚŝƚŝŽŶƐŽĨŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞ ŝŶĚƵĐĞĚƉƌŽƚĞŝŶŽǆŝĚĂƚŝŽŶǁĞƌĞ
ƚĞƐƚĞĚ ;ǀĂƌǇŝŶŐĐŽŶĐĞŶƚƌĂƚŝŽŶŽĨ,ϮKϮ͕ ŝŶĐƵďĂƚŝŽŶ ƚŝŵĞĂŶĚ ƚĞŵƉĞƌĂƚƵƌĞͿ ŝŶŽƌĚĞƌ ƚŽŽďƚĂŝŶ ƚŚĞ
ŚŝŐŚĞƐƚĂŵŽƵŶƚŽĨĂƐŝŶŐůĞŽǆŝĚŝǌĞĚĨŽƌŵŽĨ'^d&ϵ͘      
dŚĞŽǆŝĚŝǌĞĚ'^d&ϵƉƌŽƚĞŝŶǁĂƐĮƌƐƚĂŶĂůǇǌĞĚďǇ>ͲD^ŽŶĂŶĂŶŽYh/dzhW>ŝŶͲůŝŶĞĐŽŶŶĞĐƚĞĚƚŽĂ
YͲdK&WƌĞŵŝĞƌ;tĂƚĞƌƐͿ͘dŚĞƐĂŵƉůĞƐ;ϲђůͿǁĞƌĞĮƌƐƚůŽĂĚĞĚŽŶĂƚƌĂƉƉŝŶŐĐŽůƵŵŶ;ŵĂĚĞŝŶͲŚŽƵƐĞ͕ϭϬϬ
ђŵŝŶƚĞƌŶĂůĚŝĂŵĞƚĞƌ;/͘͘ͿǆϮϬŵŵ͕ϱђŵďĞĂĚƐZĞƉƌŽƐŝůͲƉƵƌĞϯϬϬϰ͕ƌ͘ DĂŝƐĐŚͿĂƚĂŇŽǁƌĂƚĞŽĨϭϬ
ʅůͬŵŝŶŝŶϬ͘ϭйd&ĂŶĚϮйE͘ŌĞƌϰŵŝŶ͕ƚŚĞƚƌĂƉƉŝŶŐĐŽůƵŵŶǁĂƐƉůĂĐĞĚŝŶͲůŝŶĞǁŝƚŚƚŚĞĂŶĂůǇƟĐĂů
ϭϱϱ
&hEd/KE>/DW>/d/KE^K&Dd,/KE/EKy/d/KE͗'^d^^^dhz
ƌĞǀĞƌƐĞͲƉŚĂƐĞĐŽůƵŵŶ;ŵĂĚĞŝŶͲŚŽƵƐĞ͕ϳϱŵŵ/͘͘ǆϭϱϬŵŵ͕ϯђŵďĞĂĚƐZĞƉƌŽƐŝůͲƉƵƌĞϯϬϬϰ͕ƌ͘ 
DĂŝƐĐŚͿ͘dŚĞƉƌŽƚĞŝŶƐǁĞƌĞĞůƵƚĞĚƵƐŝŶŐĂƐƚĂŶĚĂƌĚůŝŶĞĂƌǁĂƚĞƌͲĂĐĞƚŽŶŝƚƌŝůĞŐƌĂĚŝĞŶƚǁŝƚŚϬ͘ϭйĨŽƌŵŝĐ
ĂĐŝĚĂƐŝŽŶƉĂŝƌŝŶŐĂŐĞŶƚ͘KƉƟŵĂůĐŽŶĚŝƟŽŶƐŽĨƐĞůĞĐƟǀĞŽǆŝĚĂƟŽŶŽĨƚŚĞ'^d&ϵƉƌŽƚĞŝŶƐǁĞƌĞĨŽƵŶĚ
ǁŚĞŶϬ͘Ϭϯй,ϮKϮǁĂƐƵƐĞĚĨŽƌϭϯϱŵŝŶĂƚϭϬΣ͘&ŽƌƐƵĐŚŽǆŝĚŝǌĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐ͕ƚŚĞYͲdK&WƌĞŵŝĞƌŵĂƐƐ
ƐƉĞĐƚƌŽŵĞƚĞƌǁĂƐƵŶĐŽƵƉůĞĚĂŶĚƌĞƉůĂĐĞĚďǇĂhsĚĞƚĞĐƚŽƌ;ϮϭϰŶŵͿƚŽƚƌĂĐĞĂŶĚĐŽůůĞĐƚƚŚĞƐŝŶŐůĞ
ŽǆŝĚŝǌĞĚƐƉĞĐŝĞƐŽĨ'^d&ϵ͘dŚŝƐƉƌŽƚĞŝŶĨƌĂĐƟŽŶǁĂƐƚŚĞŶĚŝŐĞƐƚĞĚŽǀĞƌŶŝŐŚƚĂƚϯϳΣďǇƐĞƋƵĞŶĐŝŶŐͲ
ŐƌĂĚĞĞŶĚŽƉƌŽƚĞŝŶĂƐĞ>ǇƐͲ;tĂŬŽ͕ϭ͗ϱϬ͕ĞŶǌǇŵĞ͗ƐƵďƐƚƌĂƚĞ͕ǁ͗ǁͿ͘&ŝŶĂůůǇ͕ >ͲD^ͬD^ĂŶĂůǇƐŝƐ;KƌďŝƚƌĂƉ
sĞůŽƐ͕dŚĞƌŵŽ&ŝƐŚĞƌ^ĐŝĞŶƟĮĐͿǁĂƐƵƐĞĚĨŽƌƉĞƉƟĚĞŝĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶĂƐĚĞƐĐƌŝďĞĚŝŶ΀Ϯϯ΁ƵƐŝŶŐƚŚĞDĂƐĐŽƚ
ƐĞĂƌĐŚĞŶŐŝŶĞ;DĂƚƌŝǆ^ĐŝĞŶĐĞͿǁŝƚŚƚŚĞDĂƐĐŽƚĂĞŵŽŶŝŶƚĞƌĨĂĐĞ;ǀĞƌƐŝŽŶϮ͘ϯ͕DĂƚƌŝǆ^ĐŝĞŶĐĞͿ͘^ƉĞĐƚƌĂ
ǁĞƌĞƐĞĂƌĐŚĞĚĂŐĂŝŶƐƚƚŚĞd/ZϭϬĚĂƚĂďĂƐĞ;ĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐϮϳ͕ϰϭϲƉƌŽƚĞŝŶͲĐŽĚŝŶŐŐĞŶĞƐͿĂŶĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ
ŽǆŝĚĂƟŽŶǁĂƐƐĞƚĂƐĂǀĂƌŝĂďůĞŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶ͘dŚĞĞŶǌǇŵĞǁĂƐƐĞƚƚŽĞŶĚŽƉƌŽƚĞŝŶĂƐĞͲ>ǇƐ͕ĂůůŽǁŝŶŐĨŽƌ
ϭŵŝƐƐĞĚĐůĞĂǀĂŐĞ͕ĂŶĚĐůĞĂǀĂŐĞǁĂƐĂůƐŽĂůůŽǁĞĚǁŚĞŶůǇƐŝŶĞǁĂƐĨŽůůŽǁĞĚďǇƉƌŽůŝŶĞ͘KŶůǇƉĞƉƟĚĞƐ
ƚŚĂƚǁĞƌĞƌĂŶŬĞĚŽŶĞĂŶĚƐĐŽƌĞĚĂďŽǀĞƚŚĞƚŚƌĞƐŚŽůĚƐĐŽƌĞ͕ƐĞƚĂƚϵϵйĐŽŶĮĚĞŶĐĞ͕ǁĞƌĞǁŝƚŚŚĞůĚ͘
'^dĞŶǌǇŵĞĂĐƟǀŝƚǇĂƐƐĂǇƐ
ZĞĚƵĐĞĚŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞǁĂƐƌĞŵŽǀĞĚĨƌŽŵƚŚĞƌĞĐŽŵďŝŶĂŶƚ'^d&ϵĂŶĚ'^ddϮϯƉƌŽƚĞŝŶƐďǇĚŝĂůǇƐŝƐŝŶϭϬϬ
ŵDƉŽƚĂƐƐŝƵŵƉŚŽƐƉŚĂƚĞďƵīĞƌ;Ɖ,ϲ͘ϱͿǁŝƚŚϬ͘ϭйdƌŝƚŽŶyϭϬϬ͘'ůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ^ͲƚƌĂŶƐĨĞƌĂƐĞĂĐƟǀŝƚǇǁĂƐ
ŵĞĂƐƵƌĞĚďǇĐŽŶũƵŐĂƟŽŶŽĨƌĞĚƵĐĞĚŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞǁŝƚŚϭͲĐŚůŽƌŽͲϮ͕ϰͲĚŝŶŝƚƌŽďĞŶǌĞŶĞ;EͿ͕ǁŚŝĐŚ ŝƐ
ĂĐĐŽŵƉĂŶŝĞĚďǇĂŶŝŶĐƌĞĂƐĞŝŶĂďƐŽƌďĂŶĐĞĂƚϯϰϬŶŵ΀Ϯϰ΁͘dŚĞƌĞĂĐƟŽŶƚŽŽŬƉůĂĐĞŝŶϮϬϬʅůǁŝƚŚϮŵD
ƌĞĚƵĐĞĚŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞĂŶĚϭŵDEĂƐĮŶĂůĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶƐ͘ǀĞƌǇϮϬƐĚƵƌŝŶŐϴŵŝŶƚŚĞĂďƐŽƌďĂŶĐĞ
ǁĂƐŵĞĂƐƵƌĞĚĨƌŽŵǁŚŝĐŚƚŚĞŝŶŝƟĂůǀĞůŽĐŝƟĞƐŝŶŵŝůůŝͲĂďƐŽƌďĂŶĐĞƵŶŝƚƐƉĞƌŵŝŶǁĞƌĞĚĞĚƵĐĞĚ;sŝͿ͘&Žƌ
ĚĞƚĞƌŵŝŶĂƟŽŶŽĨƚŚĞŬŝŶĞƟĐƉĂƌĂŵĞƚĞƌƐ;sŵĂǆ͕<ŵ͕ŬĐĂƚͿ͕ĐĂůĐƵůĂƚĞĚŝŶ'ƌĂƉŚWĂĚWƌŝƐŵϲ;'ƌĂƉŚWĂĚ
^ŽŌǁĂƌĞͿ͕ƚŚĞĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶŽĨEǁĂƐǀĂƌŝĞĚĂŶĚƉůŽƩĞĚĂŐĂŝŶƐƚƚŚĞŝŶŝƟĂůǀĞůŽĐŝƟĞƐĚŝǀŝĚĞĚďǇ
ƚŚĞĞŶǌǇŵĞĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶƐĂĐĐŽƌĚŝŶŐƚŽƚŚĞĨŽƌŵƵůĂ͗
ǁŚĞƌĞϬĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚƐƚŽƚŚĞ'^dĞŶǌǇŵĞĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶ͕ɸƚŽƚŚĞĞǆƟŶĐƟŽŶĐŽĞĸĐŝĞŶƚŽĨEĂŶĚsŝ
ƚŽƚŚĞŝŶŝƟĂůǀĞůŽĐŝƚǇ͘ĐƟǀŝƚǇŵĞĂƐƵƌĞŵĞŶƚƐǁĞƌĞĂůƐŽƉĞƌĨŽƌŵĞĚǁŝƚŚŽǆŝĚŝǌĞĚ'^dƉƌŽƚĞŝŶƐƚŚĂƚǁĞƌĞ
ŽďƚĂŝŶĞĚĂŌĞƌŝŶĐƵďĂƟŽŶŝŶϬ͘Ϭϯй,ϮKϮĨŽƌϭϯϱŵŝŶĂƚϭϬΣ͘ZĞĐŽŵďŝŶĂŶƚŚƵŵĂŶD^ZĂŶĚD^Zϯ
;:ĞŶĂŝŽƐĐŝĞŶĐĞͿǁĞƌĞƉƌĞͲŝŶĐƵďĂƚĞĚǁŝƚŚϭϬŵDddĨŽƌϯϬŵŝŶĂƚƌŽŽŵƚĞŵƉĞƌĂƚƵƌĞĂŶĚĮůƚĞƌĞĚŽǀĞƌĂ
ŝŽͲ^ƉŝŶĐŽůƵŵŶ;ŝŽͲZĂĚͿ͘^ƵďƐĞƋƵĞŶƚůǇ͕ ƚŚĞŽǆŝĚŝǌĞĚ'^dƉƌŽƚĞŝŶƐǁĞƌĞĐŽͲŝŶĐƵďĂƚĞĚǁŝƚŚĞŝƚŚĞƌϭϬŵD
ddŽƌǁŝƚŚƚŚĞƌĞĚƵĐĞĚD^ZŽƌD^ZϯŝŶĂϭ͗ϭD^Z͗'^dĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶƌĂƟŽŝŶϭϬϬŵDdƌŝƐͲ,ůďƵīĞƌ
Ɖ,ϳ͘ϰĨŽƌϯϬŵŝŶĂƚƌŽŽŵƚĞŵƉĞƌĂƚƵƌĞďĞĨŽƌĞĂĐƟǀŝƚǇŵĞĂƐƵƌĞŵĞŶƚƐ͘ůůŵĞĂƐƵƌĞŵĞŶƚƐǁĞƌĞƉĞƌĨŽƌŵĞĚ
ĂƚůĞĂƐƚŝŶƚƌŝƉůŝĐĂƚĞ͘
 
ZĞĚŽǆĐǇĐůĞ
dŚĞƌĞĚŽǆĐǇĐůĞŽĨƚŚĞD^ZĞŶǌǇŵĞŝƐƌĞďƵŝůƚďǇĂĚĚŝƟŽŶŽĨϱϬϬʅDEW,;^ŝŐŵĂͿ͕ϭϮʅDŐƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶ
ĂŶĚϲʅDŐƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶƌĞĚƵĐƚĂƐĞ;ďŽƚŚĞŶǌǇŵĞƐǁĞƌĞƌĞĐŽŵďŝŶĂŶƚůǇƉƌŽĚƵĐĞĚĨƌŽŵŽƌǇŶĞďĂĐƚĞƌŝƵŵ
ŐůƵƚĂŵŝĐƵŵĂƐĚĞƐĐƌŝďĞĚŝŶ΀Ϯϱ΁Ϳ͕ƚŽϭʅDD^Z;ŚƵŵĂŶD^Zϯʹ:ĞŶĂŝŽƐĐŝĞŶĐĞ͕ŽƌŽƌǇŶĞďĂĐƚĞƌŝƵŵ
ĚŝƉŚƚĞƌŝĂĞƌĞĐŽŵďŝŶĂŶƚD^Z΀Ϯϱ΁Ϳ͘ŌĞƌŝŶĐƵďĂƟŽŶĨŽƌϭϬŵŝŶĂƚϯϳΣ͕ϭ͘ϲʅDŽǆŝĚŝǌĞĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ
;>ͲDĞƚKͿŽƌŽǆŝĚŝǌĞĚ'^dƐĂŵƉůĞǁĂƐĂĚĚĞĚ͘D^ZĂĐƟǀŝƚǇǁĂƐŵĞĂƐƵƌĞĚĚƵƌŝŶŐϭϬŵŝŶĂƐĂĚĞĐƌĞĂƐĞŽĨ
ĂďƐŽƌďĂŶĐĞĂƚϯϰϬŶŵĚƵĞƚŽEW,ĐŽŶƐƵŵƉƟŽŶ͘DĞĂƐƵƌĞŵĞŶƚƐǁĞƌĞƉĞƌĨŽƌŵĞĚŝŶƚƌŝƉůŝĐĂƚ
ϭϱϲ
Chapter 6
Z&ZE^
΀ϭ΁tƌǌĂĐǌĞŬ͕D͕͘ƌŽƐĐŚĞ͕D͕͘<ĂŶŐĂƐũĂƌǀŝ͕:͕͘ZK^ƐŝŐŶĂůŝŶŐůŽŽƉƐͲƉƌŽĚƵĐƟŽŶ͕ƉĞƌĐĞƉƟŽŶ͕ƌĞŐƵůĂƟŽŶ͘
ƵƌƌKƉŝŶWůĂŶƚŝŽůϮϬϭϯ͕ϭϲ͕ϱϳϱͲϱϴϮ͘
΀Ϯ΁DŝƩůĞƌ͕ Z͕͘sĂŶĚĞƌĂƵǁĞƌĂ͕^͕͘'ŽůůĞƌǇ͕ D͕͘sĂŶƌĞƵƐĞŐĞŵ͕&͘ ͕ZĞĂĐƟǀĞŽǆǇŐĞŶŐĞŶĞŶĞƚǁŽƌŬŽĨƉůĂŶƚƐ͘
dƌĞŶĚƐWůĂŶƚ^ĐŝϮϬϬϰ͕ϵ͕ϰϵϬͲϰϵϴ͘
΀ϯ΁DŝƩůĞƌ͕ Z͕͘sĂŶĚĞƌĂƵǁĞƌĂ͕^͕͘^ƵǌƵŬŝ͕E͕͘DŝůůĞƌ͕ '͕͘ĞƚĂů͕͘ZK^ƐŝŐŶĂůŝŶŐ͗ƚŚĞŶĞǁǁĂǀĞ͍Trends Plant 
^ĐŝϮϬϭϭ͕ϭϲ͕ϯϬϬͲϯϬϵ͘
΀ϰ΁^ƵǌƵŬŝ͕E͕͘<ŽƵƐƐĞǀŝƚǌŬǇ͕ ^͕͘DŝƩůĞƌ͕ Z͕͘DŝůůĞƌ͕ '͕͘ZK^ĂŶĚƌĞĚŽǆƐŝŐŶĂůůŝŶŐŝŶƚŚĞƌĞƐƉŽŶƐĞŽĨƉůĂŶƚƐƚŽ
ĂďŝŽƟĐƐƚƌĞƐƐ͘WůĂŶƚĞůůŶǀŝƌŽŶϮϬϭϮ͕ϯϱ͕ϮϱϵͲϮϳϬ͘
΀ϱ΁<ĂƌǀĞ͕d͘D͕͘ŚĞĞŵĂ͕͘<͕͘^ŵĂůůĐŚĂŶŐĞƐŚƵŐĞ ŝŵƉĂĐƚ͗ ƚŚĞƌŽůĞŽĨƉƌŽƚĞŝŶƉŽƐƚƚƌĂŶƐůĂƚŝŽŶĂů
ŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐŝŶĐĞůůƵůĂƌŚŽŵĞŽƐƚĂƐŝƐĂŶĚĚŝƐĞĂƐĞ͘:ŽƵƌŶĂůŽĨĂŵŝŶŽĂĐŝĚƐϮϬϭϭ͕ϮϬϭϭ͕ϮϬϳϲϵϭ͘
΀ϲ΁^ƉĂĚĂƌŽ͕͕͘zƵŶ͕͘t͕͘^ƉŽĞů͕^͘,͕͘ŚƵ͕͕͘ĞƚĂů͕͘dŚĞƌĞĚŽǆƐǁŝƚĐŚ͗ĚǇŶĂŵŝĐƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨƉƌŽƚĞŝŶ
ĨƵŶĐƟŽŶďǇĐǇƐƚĞŝŶĞŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐ͘WŚǇƐŝŽůŽŐŝĂƉůĂŶƚĂƌƵŵϮϬϭϬ͕ϭϯϴ͕ϯϲϬͲϯϳϭ͘
΀ϳ΁tĂƐǌĐǌĂŬ͕͕͘ŬƚĞƌ͕ ^͕͘ĞĐŬŚŽƵƚ͕͕͘WĞƌƐŝĂƵ͕'͕͘ĞƚĂů͕͘^ƵůĨĞŶŽŵĞŵŝŶŝŶŐŝŶArabidopsis thaliana͘Proc 
EĂƚůĐĂĚ^Đŝh^ϮϬϭϰ͕ϭϭϭ͕ϭϭϱϰϱͲϭϭϱϱϬ͘
΀ϴ΁ŽƵƚƵƌŝĞƌ͕ :͕͘ŚŝďĂŶŝ͕<͕͘:ĂĐƋƵŽƚ͕:͘W͘ ͕ZŽƵŚŝĞƌ͕ E͕͘ǇƐƚĞŝŶĞͲďĂƐĞĚƌĞĚŽǆƌĞŐƵůĂƟŽŶĂŶĚƐŝŐŶĂůŝŶŐŝŶ
ƉůĂŶƚƐ͘&ƌŽŶƚWůĂŶƚ^ĐŝϮϬϭϯ͕ϰ͕ϭϬϱ͘
΀ϵ΁ƌĂǌŝĐ͕͕͘tŝŶƚĞƌ͕ :͕͘dŚĞƉŚǇƐŝŽůŽŐŝĐĂůƌŽůĞŽĨƌĞǀĞƌƐŝďůĞŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ͘ŝŽĐŚŝŵŝŽƉŚǇƐĐƚĂ
ϮϬϭϰ͘
΀ϭϬ΁:ĂĐƋƵĞƐ͕^͕͘'ŚĞƐƋƵŝĞƌĞ͕͕͘sĂŶƌĞƵƐĞŐĞŵ͕&͘ ͕'ĞǀĂĞƌƚ͕<͕͘WůĂŶƚƉƌŽƚĞŝŶƐƵŶĚĞƌŽǆŝĚĂƟǀĞĂƩĂĐŬ͘
WƌŽƚĞŽŵŝĐƐϮϬϭϯ͕ϭϯ͕ϵϯϮͲϵϰϬ͘
΀ϭϭ΁ŝǆŽŶ͕͘W͘ ͕,ĂǁŬŝŶƐ͕d͘ ͕,ƵƐƐĞǇ͕ W͘ :͕͘ĚǁĂƌĚƐ͕Z͕͘ŶǌǇŵĞĂĐƟǀŝƟĞƐĂŶĚƐƵďĐĞůůƵůĂƌůŽĐĂůŝǌĂƟŽŶŽĨ
members of the ArabidopsisŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞƚƌĂŶƐĨĞƌĂƐĞƐƵƉĞƌĨĂŵŝůǇ͘:ǆƉŽƚϮϬϬϵ͕ϲϬ͕ϭϮϬϳͲϭϮϭϴ͘
΀ϭϮ΁&ƌŽǀĂ͕͕͘'ůƵƚĂƚŚŝŽŶĞƚƌĂŶƐĨĞƌĂƐĞƐŝŶƚŚĞŐĞŶŽŵŝĐƐĞƌĂ͗ŶĞǁŝŶƐŝŐŚƚƐĂŶĚƉĞƌƐƉĞĐƟǀĞƐ͘ŝŽŵŽůŶŐ
ϮϬϬϲ͕Ϯϯ͕ϭϰϵͲϭϲϵ͘
΀ϭϯ΁^ĂƉƉů͕W͘ '͕͘ĂƌƌŽůů͕͘:͕͘ůŝŌŽŶ͕Z͕͘>ŝƐƚĞƌ͕ Z͕͘ĞƚĂů͕͘dŚĞArabidopsis glutathione transferase gene 
ĨĂŵŝůǇĚŝƐƉůĂǇƐĐŽŵƉůĞǆƐƚƌĞƐƐƌĞŐƵůĂƟŽŶĂŶĚĐŽͲƐŝůĞŶĐŝŶŐŵƵůƟƉůĞŐĞŶĞƐƌĞƐƵůƚƐ ŝŶĂůƚĞƌĞĚŵĞƚĂďŽůŝĐ
ƐĞŶƐŝƟǀŝƚǇƚŽŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͘WůĂŶƚ:ϮϬϬϵ͕ϱϴ͕ϱϯͲϲϴ͘
΀ϭϰ΁ŝǆŽŶ͕͘W͘ ͕^ ŬŝƉƐĞǇ͕ D͕͘ĚǁĂƌĚƐ͕Z͕͘ZŽůĞƐĨŽƌŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞƚƌĂŶƐĨĞƌĂƐĞƐŝŶƉůĂŶƚƐĞĐŽŶĚĂƌǇŵĞƚĂďŽůŝƐŵ͘
WŚǇƚŽĐŚĞŵŝƐƚƌǇϮϬϭϬ͕ϳϭ͕ϯϯϴͲϯϱϬ͘
΀ϭϱ΁ŝǆŽŶ͕͘W͘ ͕ĚǁĂƌĚƐ͕Z͕͘'ůƵƚĂƚŚŝŽŶĞƚƌĂŶƐĨĞƌĂƐĞƐ͘ƌĂďŝĚŽƉƐŝƐŽŽŬϮϬϭϬ͕ϴ͕ĞϬϭϯϭ͘
΀ϭϲ΁dŚŽŵ͕Z͕͘ƵŵŵŝŶƐ͕/͕͘ŝǆŽŶ͕͘W͘ ͕ĚǁĂƌĚƐ͕Z͕͘ĞƚĂů͕͘^ ƚƌƵĐƚƵƌĞŽĨĂƚĂƵĐůĂƐƐŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ^ ͲƚƌĂŶƐĨĞƌĂƐĞ
ĨƌŽŵǁŚĞĂƚĂĐƟǀĞŝŶŚĞƌďŝĐŝĚĞĚĞƚŽǆŝĮĐĂƟŽŶ͘ŝŽĐŚĞŵŝƐƚƌǇϮϬϬϮ͕ϰϭ͕ϳϬϬϴͲϳϬϮϬ͘
΀ϭϳ΁DĐ'ŽŶŝŐůĞ͕͕͘<ĞĞůĞƌ͕ ^͘:͕͘>ĂƵ͕^͘D͕͘<ŽĞƉƉĞ͕D͘<͕͘K͛<ĞĞĨĞ͕͘W͘ ͕ŐĞŶŽŵŝĐƐĂƉƉƌŽĂĐŚƚŽƚŚĞ
ĐŽŵƉƌĞŚĞŶƐŝǀĞĂŶĂůǇƐŝƐŽĨƚŚĞŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ^ͲƚƌĂŶƐĨĞƌĂƐĞŐĞŶĞĨĂŵŝůǇŝŶƐŽǇďĞĂŶĂŶĚŵĂŝǌĞ͘Plant Physiol 
ϮϬϬϬ͕ϭϮϰ͕ϭϭϬϱͲϭϭϮϬ͘
ϭϱϳ
&hEd/KE>/DW>/d/KE^K&Dd,/KE/EKy/d/KE͗'^d^^^dhz
΀ϭϴ΁dŚŽŵ͕Z͕͘ŝǆŽŶ͕͘W͘ ͕ĚǁĂƌĚƐ͕Z͕͘ŽůĞ͕͘:͕͘>ĂƉƚŚŽƌŶ͕͘:͕͘dŚĞƐƚƌƵĐƚƵƌĞŽĨĂǌĞƚĂĐůĂƐƐŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ
S-transferase from Arabidopsis thaliana͗ĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝƐĂƟŽŶŽĨĂ'^dǁŝƚŚŶŽǀĞůĂĐƟǀĞͲƐŝƚĞĂƌĐŚŝƚĞĐƚƵƌĞĂŶĚ
ĂƉƵƚĂƟǀĞƌŽůĞŝŶƚǇƌŽƐŝŶĞĐĂƚĂďŽůŝƐŵ͘:ŽƵƌŶĂůŽĨŵŽůĞĐƵůĂƌďŝŽůŽŐǇϮϬϬϭ͕ϯϬϴ͕ϵϰϵͲϵϲϮ͘
΀ϭϵ΁WƌĂĚĞ͕>͕͘,ƵďĞƌ͕ Z͕͘ŝĞƐĞůĞƌ͕ ͕͘^ƚƌƵĐƚƵƌĞƐŽĨŚĞƌďŝĐŝĚĞƐŝŶĐŽŵƉůĞǆǁŝƚŚƚŚĞŝƌĚĞƚŽǆŝĨǇŝŶŐĞŶǌǇŵĞ
ŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ^ͲƚƌĂŶƐĨĞƌĂƐĞͲĞǆƉůĂŶĂƟŽŶƐĨŽƌƚŚĞƐĞůĞĐƟǀŝƚǇŽĨƚŚĞĞŶǌǇŵĞŝŶƉůĂŶƚƐ͘^ƚƌƵĐƚƵƌĞϭϵϵϴ͕ϲ͕
ϭϰϰϱͲϭϰϱϮ͘
΀ϮϬ΁ƚŬŝŶƐŽŶ͕,͘:͕͘ĂďďŝƩ͕W͘ ͕͘'ůƵƚĂƚŚŝŽŶĞƚƌĂŶƐĨĞƌĂƐĞƐĂƌĞƐƚƌƵĐƚƵƌĂůĂŶĚĨƵŶĐƟŽŶĂůŽƵƚůŝĞƌƐŝŶƚŚĞ
ƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶĨŽůĚ͘ŝŽĐŚĞŵŝƐƚƌǇϮϬϬϵ͕ϰϴ͕ϭϭϭϬϴͲϭϭϭϭϲ͘
΀Ϯϭ΁^ŬŝƉƐĞǇ͕ D͕͘ƵŵŵŝŶƐ͕/͕͘ŶĚƌĞǁƐ͕͘:͕͘:ĞƉƐŽŶ͕/͕͘ĚǁĂƌĚƐ͕Z͕͘DĂŶŝƉƵůĂƟŽŶŽĨƉůĂŶƚƚŽůĞƌĂŶĐĞƚŽ
ŚĞƌďŝĐŝĚĞƐƚŚƌŽƵŐŚĐŽͲŽƌĚŝŶĂƚĞĚŵĞƚĂďŽůŝĐĞŶŐŝŶĞĞƌŝŶŐŽĨĂĚĞƚŽǆŝĨǇŝŶŐŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞƚƌĂŶƐĨĞƌĂƐĞĂŶĚƚŚŝŽů
ĐŽƐƵďƐƚƌĂƚĞ͘WůĂŶƚŝŽƚĞĐŚŶŽů:ϮϬϬϱ͕ϯ͕ϰϬϵͲϰϮϬ͘
΀ϮϮ΁ĚǁĂƌĚƐ͕Z͕͘ŝǆŽŶ͕͘W͘ ͕tĂůďŽƚ͕s͘ ͕WůĂŶƚŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ^ ͲƚƌĂŶƐĨĞƌĂƐĞƐ͗ĞŶǌǇŵĞƐǁŝƚŚŵƵůƟƉůĞĨƵŶĐƟŽŶƐ
ŝŶƐŝĐŬŶĞƐƐĂŶĚŝŶŚĞĂůƚŚ͘dƌĞŶĚƐWůĂŶƚ^ĐŝϮϬϬϬ͕ϱ͕ϭϵϯͲϭϵϴ͘
΀Ϯϯ΁ĞŶƚŽŶĞůůŝƐ͕W͘ ͕ĂƌŽƚĞŶƵƚŽ͕D͕͘sĂŶĚĞŶďƵƐƐĐŚĞ͕:͕͘ĞsŝƚĂ͕'͕͘ĞƚĂů͕͘ĂƌůǇdĂƌŐĞƚƐŽĨŵŝZͲϯϰĂŝŶ
EĞƵƌŽďůĂƐƚŽŵĂ͘DŽůĞůůWƌŽƚĞŽŵŝĐƐϮϬϭϰ͕ϭϯ͕ϮϭϭϰͲϮϭϯϭ͘
΀Ϯϰ΁,ĂďŝŐ͕t͘,͕͘WĂďƐƚ͕D͘:͕͘ :ĂŬŽďǇ͕t͘͕͘'ůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ^ͲƚƌĂŶƐĨĞƌĂƐĞƐ͘dŚĞĮƌƐƚĞŶǌǇŵĂƟĐƐƚĞƉ ŝŶ
ŵĞƌĐĂƉƚƵƌŝĐĂĐŝĚĨŽƌŵĂƟŽŶ͘:ŝŽůŚĞŵϭϵϳϰ͕Ϯϰϵ͕ϳϭϯϬͲϳϭϯϵ͘
΀Ϯϱ΁KƌĚŽŶĞǌ͕͕͘sĂŶĞůůĞ͕<͕͘ZŽŽƐ͕'͕͘Ğ'ĂůĂŶ͕^͕͘ĞƚĂů͕͘ƌƐĞŶĂƚĞƌĞĚƵĐƚĂƐĞ͕ŵǇĐŽƚŚŝŽů͕ĂŶĚ
ŵǇĐŽƌĞĚŽǆŝŶĐŽŶĐĞƌƚƚŚŝŽůͬĚŝƐƵůĮĚĞĞǆĐŚĂŶŐĞ͘:ŝŽůŚĞŵϮϬϬϵ͕Ϯϴϰ͕ϭϱϭϬϳͲϭϱϭϭϲ͘
΀Ϯϲ΁ĚǁĂƌĚƐ͕Z͕͘ŝǆŽŶ͕͘W͘ ͕WůĂŶƚŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞƚƌĂŶƐĨĞƌĂƐĞƐ͘DĞƚŚŽĚƐŝŶĞŶǌǇŵŽůŽŐǇϮϬϬϱ͕ϰϬϭ͕ϭϲϵͲϭϴϲ͘
΀Ϯϳ΁tĂŐŶĞƌ͕ h͕͘ĚǁĂƌĚƐ͕Z͕͘ŝǆŽŶ͕͘W͘ ͕DĂƵĐŚ͕&͘ ͕WƌŽďŝŶŐƚŚĞĚŝǀĞƌƐŝƚǇŽĨƚŚĞArabidopsis glutathione 
^ͲƚƌĂŶƐĨĞƌĂƐĞŐĞŶĞĨĂŵŝůǇ͘WůĂŶƚŵŽůĞĐƵůĂƌďŝŽůŽŐǇϮϬϬϮ͕ϰϵ͕ϱϭϱͲϱϯϮ͘
΀Ϯϴ΁>ĂďƌŽƵ͕E͘͕͘DĞůůŽ͕>͘s͘ ͕ůŽŶŝƐ͕ z͘ ͕͘&ƵŶĐƟŽŶĂůĂŶĚƐƚƌƵĐƚƵƌĂůƌŽůĞƐŽĨƚŚĞŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞͲďŝŶĚŝŶŐ
ƌĞƐŝĚƵĞƐŝŶŵĂŝǌĞ;ĞĂŵĂǇƐͿŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ^ͲƚƌĂŶƐĨĞƌĂƐĞ/͘ŝŽĐŚĞŵ:ϮϬϬϭ͕ϯϱϴ͕ϭϬϭͲϭϭϬ͘
΀Ϯϵ΁'ƌŽŶǁĂůĚ͕:͘t͕͘WůĂŝƐĂŶĐĞ͕<͘>͕͘/ƐŽůĂƟŽŶĂŶĚĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĂƟŽŶŽĨŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ^ͲƚƌĂŶƐĨĞƌĂƐĞŝƐŽǌǇŵĞƐ
ĨƌŽŵƐŽƌŐŚƵŵ͘WůĂŶƚWŚǇƐŝŽůϭϵϵϴ͕ϭϭϳ͕ϴϳϳͲϴϵϮ͘
΀ϯϬ΁DƵĞůůĞƌ͕ >͘͕͘'ŽŽĚŵĂŶ͕͘͕͘^ŝůĂĚǇ͕Z͘͕͘tĂůďŽƚ͕s͘ ͕Eϵ͕ĂƉĞƚƵŶŝĂŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ^ͲƚƌĂŶƐĨĞƌĂƐĞ
ƌĞƋƵŝƌĞĚĨŽƌĂŶƚŚŽĐǇĂŶŝŶƐĞƋƵĞƐƚƌĂƟŽŶ͕ŝƐĂŇĂǀŽŶŽŝĚͲďŝŶĚŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶ͘WůĂŶƚWŚǇƐŝŽůϮϬϬϬ͕ϭϮϯ͕ϭϱϲϭͲϭϱϳϬ͘
΀ϯϭ΁EŽĐƚŽƌ͕ '͕͘&ŽǇĞƌ͕ ͘,͕͘^KZdE'>hdd,/KE͗<ĞĞƉŝŶŐĐƟǀĞKǆǇŐĞŶhŶĚĞƌŽŶƚƌŽů͘
ŶŶƵĂůƌĞǀŝĞǁŽĨƉůĂŶƚƉŚǇƐŝŽůŽŐǇĂŶĚƉůĂŶƚŵŽůĞĐƵůĂƌďŝŽůŽŐǇϭϵϵϴ͕ϰϵ͕ϮϰϵͲϮϳϵ͘
΀ϯϮ΁>ĞĞ͕^͘,͕͘>ŝ͕͘t͕͘<ŽŚ͕<͘t͕͘ŚƵĂŶŐ͕,͘z͘ ͕ĞƚĂů͕͘D^ZϳƌĞǀĞƌƐĞƐŽǆŝĚĂƟŽŶŽĨ'^d&ϮͬϯƚŽĐŽŶĨĞƌ
tolerance of Arabidopsis thalianaƚŽŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͘:ǆƉŽƚϮϬϭϰ͕ϲϱ͕ϱϬϰϵͲϱϬϲϮ͘
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ϭϲϭ
KE>h^/KE^EWZ^Wd/s^
'EZ>KE>h^/KE^EWZ^Wd/s^
 
ZĞĂĐƟǀĞŽǆǇŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐ;ZK^ͿĂƌĞďǇͲƉƌŽĚƵĐƚƐŽĨĂĞƌŽďŝĐŵĞƚĂďŽůŝƐŵĂŶĚĂƐƐƵĐŚĨŽƌŵĂŶŝŶĞǀŝƚĂďůĞ
ƉĂƌƚŽĨ ůŝĨĞ͘WůĂŶƚƐŶĞĞĚ ƚŽĐŽƉĞǁŝƚŚ ŝŶĐƌĞĂƐĞĚZK^ ůĞǀĞůƐ͕ ƐŝŶĐĞ ƚŚĞŝƌ ƐĞƐƐŝůĞ ůŝĨĞƐƚǇůĞ ůĞĂĚƐ ƚŽ
ƉĞƌŵĂŶĞŶƚĞǆƉŽƐƵƌĞŽĨĐŚĂŶŐŝŶŐĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚĂůĐŽŶĚŝƟŽŶƐƚŚĂƚŝŵƉĂĐƚŽŶZK^ŚŽŵĞŽƐƚĂƐŝƐ͘
dŚŝƐƐƚƵĚǇĨŽĐƵƐĞĚŽŶƚŚĞĚǇŶĂŵŝĐƐŽĨƚŚĞĞĂƌůǇƌĞƐƉŽŶƐĞƐŝŶƉůĂŶƚƐŵĞĚŝĂƚĞĚďǇZK^ĂŶĚůĞĚƚŽĂŐůŽďĂů
ǀŝĞǁŽĨƚŚĞŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐƌĞƐƉŽŶƐĞŝŶ A. thaliana͘tĞĐŽŵďŝŶĞĚŶĞǆƚͲŐĞŶĞƌĂƟŽŶŵZEƐĞƋƵĞŶĐŝŶŐ͕
ƌŝďŽƐŽŵĂůƉƌŽĮůŝŶŐĂŶĚŵĂƐƐƐƉĞĐƚƌŽŵĞƚƌǇďĂƐĞĚƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐ͕ĂŶĚŵĂĚĞƵƐĞŽĨĂŶŽŶͲŝŶǀĂƐŝǀĞŵŽĚĞů
ƐǇƐƚĞŵĨŽƌŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞŵŽĚƵůĂƟŽŶ;A. thalianaĐĂƚĂůĂƐĞϮŬŶŽĐŬͲŽƵƚƉůĂŶƚƐͿ͘/ƚĞŶĂďůĞĚƵƐƚŽĐƌĞĂƚĞ
ĂŵƵůƟͲĂŶŐůĞǀŝĞǁŽĨƚŚĞƉůĂŶƚ Ɛ͛ƌĞƐƉŽŶƐĞƚŽŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐĨŽƌǁŚŝĐŚƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂů͕ƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůĂŶĚ
ƉŽƐƚͲƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůƌĞŐƵůĂƟŽŶǁĞƌĞĞǆƉůŽƌĞĚ͘
ZĞƐĞĂƌĐŚĐŚĂƉƚĞƌϯĐŽŶƐŝƐƚƐŽĨĂĐŽŵƉĂƌĂƟǀĞŽŵŝĐƐƐƚƵĚǇŝŶǁŝůĚͲƚǇƉĞĂŶĚd>^ϮŬŶŽĐŬͲŽƵƚƉůĂŶƚƐ
;cat2-2Ϳ͘ĞĐĂƵƐĞdϮŝƐĂŵĂũŽƌƉĞƌŽǆŝƐŽŵĂů,ϮKϮƐĐĂǀĞŶŐĞƌ͕  cat2-2ƉůĂŶƚƐǁŝůůŐĞŶĞƌĂƚĞĂĐĐƵŵƵůĂƚĞĚ
,ϮKϮĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶƐǁŚĞŶĞǆƉŽƐĞĚƚŽƉŚŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƚŽƌǇŝŶĚƵĐŝŶŐĐŽŶĚŝƟŽŶƐƐƵĐŚĂƐŚŝŐŚůŝŐŚƚĂŶĚŵŽĚĞƌĂƚĞ
KϮĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶƐ͘dŽƉĞƌƚƵƌďZK^ͲŚŽŵĞŽƐƚĂƐŝƐ͕ďŽƚŚǁŝůĚͲƚǇƉĞĂŶĚcat2-2ƉůĂŶƚƐǁĞƌĞĞǆƉŽƐĞĚƚŽƚŚĞƐĞ
ŝŶĚƵĐŝŶŐĐŽŶĚŝƟŽŶƐĂŶĚƐĂŵƉůĞĚĂƚŵƵůƟƉůĞƟŵĞƉŽŝŶƚƐ͘^ŝŶĐĞƉƌŽƚĞŝŶƐĂƌĞƚŚĞĨƵŶĐƟŽŶĂůĞŶƟƟĞƐŽĨĂ
ůŝǀŝŶŐĐĞůů͕ŽƵƌŝŶŝƟĂůĨŽĐƵƐǁĂƐŽŶƚŚĞŝĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶŽĨĚǇŶĂŵŝĐZK^ͲƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞƉƌŽƚĞŝŶƐ͘sŝĂĂďŽƩŽŵͲƵƉ͕
ƋƵĂŶƟƚĂƟǀĞ>ͲD^ͬD^ĂƉƉƌŽĂĐŚ͕ĚŝīĞƌĞŶĐĞƐŝŶǁŝůĚͲƚǇƉĞĂŶĚcat2-2 ƉƌŽƚĞŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞƐǁĞƌĞĐĂƉƚƵƌĞĚ
ŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐůĞĂǀĞƐĚƵƌŝŶŐƚŚĞŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐƌĞƐƉŽŶƐĞ͘<ŶŽǁůĞĚŐĞŽĨƚŚĞĞīĞĐƚƐŽĨĞŶŚĂŶĐĞĚŚǇĚƌŽŐĞŶ
ƉĞƌŽǆŝĚĞĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶƐŽŶƚŚĞƉůĂŶƚƉƌŽƚĞŽŵĞŝƐĨƌĂŐŵĞŶƚĞĚĂŶĚŝƐďĂƐĞĚŽŶĞǆƚĞƌŶĂůĂĚĚŝƟŽŶŽĨ,ϮKϮ 
΀ϭͲϰ΁͘KƵƌƐƚƵĚǇŽĨƚŚĞƉƌŽƚĞŽŵĞĚǇŶĂŵŝĐƐƵƉŽŶĂĐĐƵŵƵůĂƚĞĚŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞůĞǀĞůƐ͕ǁŝƚŚŽƵƚ ŝƚƐ
ĞǆŽŐĞŶŽƵƐĂĚĚŝƟŽŶŝƐƚŚĞƌĞĨŽƌĞƵŶŝƋƵĞ͘dŚŝƐŐĞůͲĨƌĞĞƉƌŽƚĞŽŵĞƉƌŽĮůŝŶŐŝŶA. thalianaƌĞǀĞĂůĞĚďŽƚŚŬŶŽǁŶ
;Ğ͘Ő͕͘,ZϮ͕Wyϭ͕h'dϭͿĂŶĚŶĞǁƉůĂǇĞƌƐ;Ğ͘Ő͕͘^,,ϭ͕^,,Ϯ͕DdϯͿŝŶƚŚĞZK^ͲƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞŶĞƚǁŽƌŬ͘
ǇŵĞĂƐƵƌŝŶŐƐƚĞĂĚǇͲƐƚĂƚĞƉƌŽƚĞŝŶĂďƵŶĚĂŶĐĞƐ͕ƚŚĞĮŶĂůŽƵƚĐŽŵĞŽĨƚŚĞŝŶƚĞƌƉůĂǇďĞƚǁĞĞŶƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶ͕
ƚƌĂŶƐůĂƚŝŽŶĂŶĚ ;ƉƌŽƚĞŝŶͲŵŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶ ůŝŶŬĞĚͿĚĞŐƌĂĚĂƚŝŽŶ ŝƐŵĞĂƐƵƌĞĚ͘ZŝďŽƐŽŵĞƉƌŽĨŝůŝŶŐ ΀ϱ΁͕ĂŶ
ĞŵĞƌŐŝŶŐƚĞĐŚŶŝƋƵĞƚŽƐƚƵĚǇƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůƌĞŐƵůĂƟŽŶƚŽƚŚĞŚŝŐŚĞƐƚƌĞƐŽůƵƟŽŶƉŽƐƐŝďůĞ͕ǁĂƐƵƐĞĚƚŽ
ĐŽŵƉůĞŵĞŶƚƚŚĞƌĞƚƌŝĞǀĞĚƉƌŽƚĞŽŵĞĚĂƚĂ͘ǇĞǆƉůŽƌŝŶŐƚŚĞĚǇŶĂŵŝĐ ŝŶƚĞƌƉůĂǇŽĨƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůĂŶĚ
ƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůƌĞŐƵůĂƟŽŶƐǁŝƚŚƐƚĞĂĚǇƐƚĂƚĞƉƌŽƚĞŝŶ ůĞǀĞůƐ͕ƐŽŵĞŐĞŶĞƌĂůƚƌĞŶĚƐĐŽƵůĚďĞŽďƐĞƌǀĞĚ͘
ƉƌŽŵŝŶĞŶƚƌŽůĞĨŽƌƉƌŽƚĞŝŶĚĞŐƌĂĚĂƟŽŶǁĂƐƌĞǀĞĂůĞĚ͕ǁŚŝĐŚĐŽƵůĚďĞĂŶĞīĞĐƟǀĞƐƚƌĂƚĞŐǇŽĨĂĐĞůůƚŽ
ŝŶŝƟĂƚĞĂĨĂƐƚƐƚƌĞƐƐƌĞƐƉŽŶƐĞ͘dƌĂŶƐůĂƟŽŶǁĂƐƐĞǀĞƌĞůǇĂīĞĐƚĞĚƵƉŽŶŚŝŐŚůŝŐŚƚƐƚƌĞƐƐƚƌĞĂƚŵĞŶƚǀŝĂ
ĂŶĂĐƟǀĞďƌĞĂŬĚŽǁŶŽĨƌŝďŽƐŽŵĂůƉƌŽƚĞŝŶƐ͘dƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĨĂĐƚŽƌƐǁĞƌĞƟŐŚƚůǇƌĞŐƵůĂƚĞĚĂƚƚŚĞ ůĞǀĞů
ŽĨƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶ͕ǁŚŝůĞ͕ĂƐĞǆƉĞĐƚĞĚĚƵĞƚŽƚŚĞŝƌŐĞŶĞƌĂů ůŽǁůĞǀĞůƐ͕ŽŶůǇĨĞǁŽĨƚŚĞƐĞǁĞƌĞŝĚĞŶƟĮĞĚ
ŝŶƚŚĞƉƌŽƚĞŽŵĞƐƚƵĚǇ͘ŶŚĂŶĐĞĚŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞĂĐĐƵŵƵůĂƟŽŶǁĂƐƐŚŽǁŶƚŽĂīĞĐƚƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂů
ĞĸĐŝĞŶĐǇŽĨŝŶĚŝǀŝĚƵĂůŵZEƐ͕ĂƐǁĂƐƉƌĞǀŝŽƵƐůǇĚĞƐĐƌŝďĞĚĨŽƌŚǇƉŽǆŝĂ΀ϲ΁͘'ĞŶĞͲƐƉĞĐŝĮĐĂůƚĞƌĂƟŽŶŽĨ
ƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůĞĸĐŝĞŶĐŝĞƐƵƉŽŶŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͕ŝůůƵƐƚƌĂƚĞƚŚĞŶĞĞĚŽĨĂĚĚŝƟŽŶĂůĚĂƚĂƚŽĐŽŵƉůĞŵĞŶƚƚŚĞ
ĂǀĂŝůĂďůĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŽŵĞƐƚƵĚŝĞƐƐŝŶĐĞĐŚĂŶŐĞƐŝŶƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚ ůĞǀĞůƐĂƌĞŽŶůǇƚŚĞďĞŐŝŶŶŝŶŐŽĨƚŚĞƐƚŽƌǇ͘
ϭϲϮ
Chapter 7
dŚĞƉŽǁĞƌŽĨĂŶŝŶƚĞŐƌĂƟǀĞƐǇƐƚĞŵƐͲǁŝĚĞĂƉƉƌŽĂĐŚŝƐƚŚĞƉŽƐƐŝďŝůŝƚǇƚŽƐƚƵĚǇĐŽŵƉůĞƚĞƉĂƚŚǁĂǇƐĂƚ
ĚŝīĞƌĞŶƚůĞǀĞůƐŽĨƌĞŐƵůĂƟŽŶ͘dŚŝƐĐŽŶƚƌŝďƵƚĞƐŐƌĞĂƚůǇƚŽƚŚĞŐĞŶĞƌĂůƵŶĚĞƌƐƚĂŶĚŝŶŐŽĨƉůĂŶƚĂĚĂƉƚĂďŝůŝƚǇ
ƚŽƐƚƌĞƐƐĂŶĚĂůůŽǁƐĚĞĐŝƉŚĞƌŝŶŐƚŚĞŬĞǇƌĞŐƵůĂƚŽƌƐ͘dŚĞƐĞ ŝŶƐŝŐŚƚƐĐĂŶďĞĞǆƉůŽŝƚĞĚĂŶĚǁŝůůĂůůŽǁ
ĨŽƌĂďĞƩĞƌƵŶĚĞƌƐƚĂŶĚŝŶŐŽĨƉƌŽĐĞƐƐĞƐĂŶĚƉĂƚŚǁĂǇƐƚŚĂƚĂƌĞ ŝŶǀŽůǀĞĚŝŶƐƚƌĞƐƐƚŽůĞƌĂŶĐĞŝŶƉůĂŶƚƐ͘
tĞŽƉƟŵŝǌĞĚƚŚĞƌŝďŽƐŽŵĞƉƌŽĮůŝŶŐƚĞĐŚŶŝƋƵĞĨŽƌArabidopsisĐĞůůĐƵůƚƵƌĞƐĂŶĚŐƌŝŶĚĞĚůĞĂĨƟƐƐƵĞ͕
ŚĞƌĞďǇƉƌĞƉĂƌŝŶŐƚŚĞŐƌŽƵŶĚĨŽƌŝƚƐĂƉƉůŝĐĂƟŽŶŝŶŽƚŚĞƌƉůĂŶƚƐƉĞĐŝĞƐƐƵĐŚĂƐŵĂŝǌĞĂŶĚƌŝĐĞ͘DŽƌĞŽǀĞƌ͕ 
ƉůĂƞŽƌŵƐĨŽƌĚĂƚĂĂŶĂůǇƐŝƐ;ŝ͘Ğ͘<E/DĂŶĚWĞƌƐĞƵƐǁŽƌŬŇŽǁƐĨŽƌƉƌŽƚĞŽŵĞĂŶĂůǇƐŝƐĂŶĚ'ĂůĂǆǇǁŽƌŬŇŽǁ
ĨŽƌƌŝďŽͲƐĞƋĂŶĚŵZEƐĞƋĚĂƚĂͿǁĞƌĞĐƌĞĂƚĞĚĂŶĚĐĂŶďĞĐŽŶƐƵůƚĞĚĂŶĚĂĚĂƉƚĞĚĞĂƐŝůǇ͘EĞǆƚƚŽƚŚĞ
ƉŽƐƐŝďŝůŝƚǇŽĨŝŵƉůĞŵĞŶƟŶŐƚŚĞƐĞŽŵŝĐƐƚĞĐŚŶŽůŽŐŝĞƐĨŽƌĐƌŽƉƐ͕ƚŚĞƐĞĚĂƚĂĐŽŶƚĂŝŶƵŶƉĂƌĂůůĞůĞĚĐĂƉĂĐŝƟĞƐ
ĨŽƌŐĞŶĞƌĂƟŶŐŶĞǁŚǇƉŽƚŚĞƐĞƐ͘dŚĞƐĞĚĂƚĂĐĂŶďĞĞŵƉůŽǇĞĚƚŽǀĞƌŝĨǇŚŽǁŐĞŶĞƐƉƌĞǀŝŽƵƐůǇŝĚĞŶƟĮĞĚŝŶ
ŽƚŚĞƌƐƚƌĞƐƐƌĞƐƉŽŶƐĞƐďĞŚĂǀĞŝŶƌĞƐƉŽŶƐĞƚŽŚŝŐŚůŝŐŚƚĞǆƉŽƐƵƌĞ͘ŽŝŶŐƐŽ͕ƚŚĞŐĞŶĞƌĂůƐƚƌĞƐƐƌĞƐƉŽŶƐĞĐĂŶ
ďĞĚŝƐƟŶŐƵŝƐŚĞĚĨƌŽŵŽǆŝĚĂƟǀĞĂŶĚŚŝŐŚůŝŐŚƚƐƉĞĐŝĮĐƌĞƐƉŽŶƐĞƐ͘/ŶĂĚĚŝƟŽŶƚŽĐƌĞĂƟŶŐŶĞǁŚǇƉŽƚŚĞƐĞƐ͕
ŽƵƌĚĂƚĂĐĂŶďĞƵƐĞĚƚŽŝŶƚĞƌƉƌĞƚƉƌĞǀŝŽƵƐŽďƐĞƌǀĂƟŽŶƐ͕ƚŚĞƌĞďǇĐůĂƌŝĨǇŝŶŐƉƌŽƉŽƐĞĚŚǇƉŽƚŚĞƐĞƐ͘ůƐŽ͕ďǇ
ůŽŽŬŝŶŐŝŶƚŽƚŚĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůĂŶĚƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨŐĞŶĞƐ͕ĚŝīĞƌĞŶƚĨƵŶĐƟŽŶĂůĐůĂƐƐĞƐĐŽƵůĚďĞ
ĚŝƐƟŶŐƵŝƐŚĞĚ͘ƐƐƵĐŚ͕ĐŽŵƉĂƌŝŶŐĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶƉĂƩĞƌŶƐĐŽƵůĚďĞĂǁĂǇŽĨĚŝƐƟŶŐƵŝƐŚŝŶŐĨƵŶĐƟŽŶĂůŐƌŽƵƉƐ
ŽĨ;ĞƋƵĂůůǇĂŶŶŽƚĂƚĞĚͿŐĞŶĞƐ͕ďĂƐĞĚŽŶƚŚĞŐƵŝůƚͲďǇͲĂƐƐŽĐŝĂƟŽŶƉƌŝŶĐŝƉůĞ͘
WůĂŶƚƐĐĂŶƉĞƌĐĞŝǀĞĂĐŚĂŶŐĞŝŶŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶƐ͕ǁŚŝĐŚĐĂŶůĞĂĚƚŽĞŝƚŚĞƌĂĚĞĨĞŶƐĞ
ƌĞƐƉŽŶƐĞŽƌƚŽĐĞůůĚĞĂƚŚ΀ϳ΁͕ŝŵƉůǇŝŶŐƚŚĂƚƉůĂŶƚƐĂƌĞĐĂƉĂďůĞŽĨƵƐŝŶŐŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞĂƐĂƐŝŐŶĂůŝŶŐ
ŵŽůĞĐƵůĞ͘,ŽǁƉůĂŶƚƐƉĞƌĐĞŝǀĞƚŚĞƐĞŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞŇƵĐƚƵĂƟŽŶƐƐƟůůƌĞŵĂŝŶƐƐƉĞĐƵůĂƟǀĞ΀ϴ΁͘ĚŝƌĞĐƚ
ŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶŽĨƌĞĚŽǆͲƐĞŶƐŝƟǀĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĨĂĐƚŽƌƐǁĂƐƐƵŐŐĞƐƚĞĚ΀ϵ΁͘KǆŝĚĂƟŽŶŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞĐŽƵůĚ
ĂůƐŽďĞĂĚŝƌĞĐƚǁĂǇŽĨƐĞŶƐŝŶŐŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞĂŶĚǁĂƐĞǀĞŶĨŽƵŶĚƚŽůŝŶŬƚŽƉƌŽƚĞŝŶƉŚŽƐƉŚŽƌǇůĂƟŽŶ
΀ϭϬ΁͘,ĞŶĐĞ͕ƚŚĞ ŝĚĞŶƚŝĨŝĐĂƚŝŽŶŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐǁŝƚŚŽǆŝĚŝǌĞĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐ ŝƐĂ ĨŝƌƐƚƉƌĞƌĞƋƵŝƐŝƚĞƚŽǁĂƌĚƐ
ƵŶĚĞƌƐƚĂŶĚŝŶŐƚŚĞĨƵŶĐƟŽŶĂůĞīĞĐƚŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶŽŶƉƌŽƚĞŝŶƐĂŶĚƚŚĞďŝŽůŽŐŝĐĂůƉƌŽĐĞƐƐĞƐŝŶ
ǁŚŝĐŚƚŚĞǇĂƌĞŝŶǀŽůǀĞĚ͘
/ŶƌĞƐĞĂƌĐŚĐŚĂƉƚĞƌϰ͕ǁĞŵĂƉƉĞĚŝŶǀŝǀŽƉƌŽƚĞŝŶďŽƵŶĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶƵƐŝŶŐƚŚĞK&Z/
ƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐƚĞĐŚŶŽůŽŐǇ΀ϭϭ΁͘dŚŝƐƚĞĐŚŶŽůŽŐǇƌĞůŝĞƐŽŶĚŝĂŐŽŶĂůƉĞƉƟĚĞĐŚƌŽŵĂƚŽŐƌĂƉŚǇĂŶĚƚŚĞƐƉĞĐŝĮĐŝƚǇ
ŽĨD^ZƐƚŽ ŝƐŽůĂƚĞƉĞƉƟĚĞƐĐĂƌƌǇŝŶŐ ŝŶǀŝǀŽŽǆŝĚŝǌĞĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƚŚĂƚĂƌĞƐƵďƐĞƋƵĞŶƚůǇĂŶĂůǇǌĞĚďǇ
ƚĂŶĚĞŵŵĂƐƐƐƉĞĐƚƌŽŵĞƚƌǇ͘tĞĐŽŵƉĂƌĞĚƚŚĞĚŝīĞƌĞŶĐĞƐŝŶŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶďĞƚǁĞĞŶǁŝůĚͲƚǇƉĞ
and cat2-2ƉůĂŶƚƐĚƵƌŝŶŐŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͘tĞǁĞƌĞĂďůĞƚŽŝĚĞŶƟĨǇƚŚĞĞǆĂĐƚƐŝƚĞƐŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ͕
ŶĂŵĞůǇϱϭϯŽǆŝĚĂƟŽŶƐŝƚĞƐŝŶϰϬϯƉƌŽƚĞŝŶƐ͕ĂƐǁĞůůĂƐƚŽĐĂƉƚƵƌĞƚŚĞĚǇŶĂŵŝĐƐŽĨŽǆŝĚĂƟŽŶďǇƟŵĞͲƌĞƐŽůǀĞĚ
ƉƌŽƚĞŽŵĞĂŶĂůǇƐŝƐ͘KƵƌƌĞƐƵůƚƐƐƵŐŐĞƐƚƚŚĂƚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶŝƐŶŽƚĂƌĂŶĚŽŵĞǀĞŶƚ͕ďƵƚŵŝŐŚƚƐƚĞĞƌ
ŵŽůĞĐƵůĂƌƐŝŐŶĂůŝŶŐ͘KƵƌĐŽŵƉĞŶĚŝƵŵŽĨA. thalianaƉƌŽƚĞŝŶƐŽĨǁŚŝĐŚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐŐĞƚŽǆŝĚŝǌĞĚƵƉŽŶ
ŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͕ĂǀĂŝůĂďůĞĂƚŚƩƉ͗ͬͬǁǁǁ͘ƉƐď͘ƵŐĞŶƚ͘ďĞͬŵĞƚŽǆϭ͕ĐƵƌƌĞŶƚůǇĐŽŶƐƟƚƵƚĞƐƚŚĞůĂƌŐĞƐƚĚĂƚĂƐĞƚ
ŽĨŝƚƐŬŝŶĚŝŶƉůĂŶƚƐĂŶĚĨŽƌŵƐĂďĂƐĞĨŽƌĨƵƚƵƌĞƐƚƵĚŝĞƐŽŶĨƵŶĐƟŽŶĂůŝŵƉĂĐƚŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ͘
dŚĞƐĞŽǆŝĚĂƟŽŶƐĞŶƐŝƟǀĞƉƌŽƚĞŝŶƐĐĂŶƌĞƐƵůƚŝŶĂŶĞǁĞƌĂŽĨďŝŽƚĞĐŚŶŽůŽŐǇĂƉƉůŝĐĂƟŽŶƐŝŶƚŚĞĮĞůĚ͕ǁŚĞƌĞ
ƐŝŶŐůĞĂŵŝŶŽĂĐŝĚŵƵƚĂƟŽŶƐůĞĂĚƚŽĂƉŽƉƵůĂƟŽŶŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐŶŽƚƉƌŽŶĞƚŽŽǆŝĚĂƟŽŶ͘/ŶƚƵƌŶ͕ƚŚĞƐĞƉƌŽƚĞŝŶƐ
ŵŝŐŚƚƌĞƐƵůƚ ŝŶĂŶĞŶŚĂŶĐĞĚƌĞƐŝƐƚĂŶĐĞŽĨƉůĂŶƚƐĂŐĂŝŶƐƚĂƌĂŶŐĞŽĨĂĚǀĞƌƐĞĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚĂůĐŽŶĚŝƟŽŶƐ
ϭNote that a username “metox” and a password “methi0nine” are needed to access the site. 
ϭϲϯ
KE>h^/KE^EWZ^Wd/s^
ƐĂĐĂƐĞƐƚƵĚǇ͕ ƚŚĞŝŶŇƵĞŶĐĞŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶŽŶƚŚĞĞŶǌǇŵĞĂĐƟǀŝƚǇŽĨƚǁŽŵĞŵďĞƌƐŽĨƉůĂŶƚͲ
ƐƉĞĐŝĨŝĐŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ^ͲƚƌĂŶƐĨĞƌĂƐĞƐ ;ƉŚŝϵĂŶĚƚĂƵϮϯͿǁĂƐĞǆĂŵŝŶĞĚ ŝŶĐŚĂƉƚĞƌϱ͘tĞŽƉƚŝŵŝǌĞĚƚŚĞ
ĐŽŶĚŝƟŽŶƐŽĨŝŶǀŝƚƌŽŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞŵĞĚŝĂƚĞĚŽǆŝĚĂƟŽŶǀŝĂ>ͲD^;ͬD^ͿŵĞĂƐƵƌĞŵĞŶƚƐƚŽŵŝŵŝĐŝŶ
ǀŝǀŽŽǆŝĚĂƟŽŶĂƐĐůŽƐĞůǇĂƐƉŽƐƐŝďůĞ͘KǆŝĚĂƟŽŶŶĞŐĂƟǀĞůǇĂīĞĐƚƐƚŚĞĞŶǌǇŵĞĂĐƟǀŝƚǇŽĨďŽƚŚ'^dƉŚŝϵĂŶĚ
ƚĂƵϮϯ͘/ŶƚƌŝŐƵŝŶŐůǇ͕ D^ZĐĂŶŽŶůǇƌĞƐƚŽƌĞ'^dϵĂĐƟǀŝƚǇ͕ ǁŚŝůĞD^ZŝƐŽŶůǇĂďůĞƚŽƌĞͲĞƐƚĂďůŝƐŚ'^ddϮϯ
ĂĐƟǀŝƚǇ͕ ǁŚŝĐŚƐŚŽǁƐĂƐƚĞƌĞŽƐƉĞĐŝĮĐŽǆŝĚĂƟŽŶŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƌĞƐŝĚƵĞƐǁŚĞƌĞ'^d&ϵĐĂƌƌŝĞƐĂŶ^ͲĞƉŝŵĞƌ
ĂŶĚ'^ddϮϯĂŶZͲĞƉŝŵĞƌ͘ ĐŽŶĨŽƌŵĂƟŽŶĂůĐŚĂŶŐĞĐŽƵůĚďĞĂƉŽƐƐŝďůĞŽƵƚĐŽŵĞŽĨƚŚĞŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ
ŽǆŝĚĂƟŽŶ͕ƌĞƐƵůƟŶŐŝŶƚŚĞŽď
ƐĞƌǀĞĚůŽƐƐŽĨĂĐƟǀŝƚǇ͘KŶŐŽŝŶŐƌĞƐĞĂƌĐŚĂŝŵƐƚŽŵŽŶŝƚŽƌĐŽŶĨŽƌŵĂƟŽŶĂůĐŚĂŶŐĞƐŽĨ'^d&ϵĂŶĚ'^ddϮϯ
ƵƉŽŶŽǆŝĚĂƟŽŶǁŚĞƌĞďŽƚŚůŝŵŝƚĞĚƉƌŽƚĞŽůǇƐŝƐĂŶĚŶĂƟǀĞD^ĂƌĞĚĞƉůŽǇĞĚƐƚƌĂƚĞŐŝĞƐ͕ƚŽŐĞƚŚĞƌǁŝƚŚƚŚĞ
ĐƌǇƐƚĂůůŝǌĂƟŽŶŽĨŶŽŶͲŽǆŝĚŝǌĞĚĂŶĚŽǆŝĚŝǌĞĚ'^d͘ 
dŚŝƐƐŝŶŐůĞĞǆĂŵƉůĞƐŚŽǁƐƚŚĞĞǆƉůŽƌĂƟǀĞƉŽǁĞƌŽĨƚŚĞŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶĚĂƚĂƐĞƚƐŝŶĐĞƚŚŝƐƌĞǀĞƌƐŝďůĞ
ƉŽƐƩƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶŵŝŐŚƚŝŶŇƵĞŶĐĞĂĐƟǀŝƚǇ;ĂƐĚĞƐĐƌŝďĞĚĨŽƌ'^d&ϵĂŶĚ'^ddϮϯͿ͕ůŽĐĂůŝǌĂƟŽŶ
ŽƌŝŶƚĞƌĂĐƟŽŶďĞƚǁĞĞŶƉƌŽƚĞŝŶƐ͘DŽƌĞŽǀĞƌ͕ ƚŚŝƐůŝƐƚƉƌŽǀŝĚĞƐŶĞǁƉŽƐƐŝďůĞŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞƉĞƌĐĞƉƚŽƌƐ͕
ǁŝƚŚĂƉĂƌƟĐƵůĂƌ ŝŶƚĞƌĞƐƚĨŽƌƉƌŽƚĞŝŶƐŽĨƚŚĞDW<ĐůĂĚĞ͘DĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶǁĂƐĨŽƵŶĚƚŽĐŽƵƉůĞ
ŽǆŝĚĂƟǀĞƐŝŐŶĂůƐƚŽƉŚŽƐƉŚŽƌǇůĂƟŽŶ΀ϭϬ΁͕ƌĞŶĚĞƌŝŶŐŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶĂƐĂƉŽƐƐŝďůĞŵŝƐƐŝŶŐ ůŝŶŬ
ďĞƚǁĞĞŶƐƚƌĞƐƐĂŶĚƐŝŐŶĂůŝŶŐƌĞƐƉŽŶƐĞƐŝŶƉůĂŶƚƐ͘  /ŶĂĚĚŝƟŽŶ͕ƉŚĞŶŽƚǇƉŝĐƐĐƌĞĞŶƐŽĨŬŶŽĐŬͲŽƵƚ ůŝŶĞƐ
ĨƌŽŵŐĞŶĞƐĞŶĐŽĚŝŶŐĨŽƌŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶͲƐĞŶƐŝƟǀĞƉƌŽƚĞŝŶƐĐĂŶƌĞǀĞĂůŝŶƚĞƌĞƐƟŶŐĐĂŶĚŝĚĂƚĞƐƚƌĞƐƐ
ƐĞŶƐŽƌƐ;ŽŶŐŽŝŶŐͿ͘ /ĨĂĚĞǀŝĂƟŶŐƉŚĞŶŽƚǇƉĞŝƐŽďƐĞƌǀĞĚ͕ĂƉůĂƵƐŝďůĞƌĞŐƵůĂƟŽŶŵĞĐŚĂŶŝƐŵ͕ŶĂŵĞůǇĂ
ƌĞǀĞƌƐŝďůĞŽǆŝĚĂƟŽŶŽĨŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ͕ ŝƐƌĞǀĞĂůĞĚ͘ůƐŽ͕ƉŚŽƚŽƐǇŶƚŚĞƟĐƉĞƌĨŽƌŵĂŶĐĞĐĂŶďĞĚĞƚĞƌŵŝŶĞĚ
ǀŝĂĐŚůŽƌŽƉŚǇůů ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞŵĞĂƐƵƌĞŵĞŶƚƐ ;ŽŶŐŽŝŶŐͿ͘<ŶŽĐŬͲŽƵƚ ůŝŶĞƐĐŽŵƉůĞŵĞŶƚĞĚĞŝƚŚĞƌǁŝƚŚ
ĂǁŝůĚͲƚǇƉĞŐĞŶĞŽƌĂƐŝŶŐůĞĂŵŝŶŽͲĂĐŝĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŵƵƚĂŶƚǀĞƌƐŝŽŶ͕ĐĂŶŐŝǀĞ ĨƵƌƚŚĞƌ ŝŶƐŝŐŚƚƐŚŽǁ
ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶŝƐƌĞůĂƚĞĚƚŽƚŚĞŽďƐĞƌǀĞĚƉŚĞŶŽƚǇƉĞ͘ůƐŽ͕ƚŚĞĚǇŶĂŵŝĐƚƌĂĸĐŬŝŶŐŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐ
ĚƵƌŝŶŐƐƚƌĞƐƐŝƐĂƉŽƐƐŝďůĞƌĞŐƵůĂƚŽƌǇŵĞĐŚĂŶŝƐŵƚŽƌĞŶĚĞƌZK^ƐŝŐŶĂůŝŶŐŚŝŐŚůǇŇĞǆŝďůĞƚŽŝŶŝƟĂƚĞĂĨĂƐƚ
ĚĞĨĞŶƐĞƌĞƐƉŽŶƐĞ͘ŽŶƐĞƋƵĞŶƚůǇ͕ĂůƐŽůŽĐĂůŝǌĂƟŽŶƐƚƵĚŝĞƐŽĨĂŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶͲƐĞŶƐŝƟǀĞƉƌŽƚĞŝŶ
;dϯ'ϬϮϳϵϬͿĂƌĞŽŶŐŽŝŶŐ͕ǁŚĞƌĞƚŚŝƐƉƌŽƚĞŝŶŝƐĨƵƐĞĚƚŽĂ'&WŇƵŽƌĞƐĐĞŶƚƚĂŐĂŶĚŝƐƵŶĚĞƌƚŚĞĐŽŶƚƌŽůŽĨ
ŝƚƐĞŶĚŽŐĞŶŽƵƐƉƌŽŵŽƚĞƌ͘ ^ŽĨĂƌ͕ ƚŚŝƐƌĞǀĞĂůĞĚĂƌĞͲůŽĐĂůŝǌĂƟŽŶŽĨƚŚĞƉƌŽƚĞŝŶƵƉŽŶŚŝŐŚůŝŐŚƚĞǆƉŽƐƵƌĞ͕
ĨƌŽŵƚŚĞƉůĂƐŵĂŵĞŵďƌĂŶĞƚŽǁĂƌĚƐƚŚĞŶƵĐůĞŽůƵƐĂŶĚƚŚĞĞŶĚŽƉůĂƐŵŝĐƌĞƟĐƵůƵŵ͘DĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ
ŵŝŐŚƚďĞƚŚĞŵĞĐŚĂŶŝƐŵďĞŚŝŶĚƚŚŝƐƐƚƌĞƐƐͲŝŶĚƵĐĞĚƌĞͲůŽĐĂůŝǌĂƟŽŶĂŶĚƐŚŽƵůĚďĞĨƵƌƚŚĞƌŝŶǀĞƐƟŐĂƚĞĚ͘
dŚĞǀĂůŝĚĂƟŽŶĂŶĚĨƵŶĐƟŽŶĂůĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĂƟŽŶŽĨƚŚŽƐĞŝĚĞŶƟĮĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐĨŽƌƚŚĞŝƌďŝŽĐŚĞŵŝĐĂů͕ĨƵŶĐƟŽŶĂů
ĂŶĚƐƚƌƵĐƚƵƌĂůĂƐƉĞĐƚƐǁŝůůďĞƚŚĞŵĂŝŶĐŚĂůůĞŶŐĞĨŽƌƚŚĞŶĞĂƌĨƵƚƵƌĞ͘dŚŝƐǀĂůŝĚĂƚŝŽŶŽĨƉƌŽƚĞŽŵŝĐ
ƌĞƐƵůƚƐƌĞƋƵŝƌĞƐĂĚĞĚŝĐĂƚĞĚĞīŽƌƚƚŚĂƚŝŶŵŽƐƚĐĂƐĞƐĨŽĐƵƐĞƐŽŶŽŶĞƐŝŶŐůĞƉƌŽƚĞŝŶĂƚĂƟŵĞ͘
dŚŝƐƚŚĞƐŝƐƉƌŽǀŝĚĞƐŶĞǁŝŶƐŝŐŚƚƐŝŶƚŚĞĚǇŶĂŵŝĐƐŽĨƚŚĞŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐƌĞƐƉŽŶƐĞĂƚŵƵůƟƉůĞůĞǀĞůƐ͘
ŵƵůƟͲĂŶŐůĞǀŝĞǁŽŶƚŚĞZK^ͲŵĞĚŝĂƚĞĚƌĞƐƉŽŶƐĞƐĂůůŽǁƐƚŽĞůƵĐŝĚĂƚĞĐŽŵƉůĞƚĞƉĂƚŚǁĂǇƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞŶĞƐƐ
ĂƐǁĞůůĂƐƐŝŶŐůĞŐĞŶĞƌĞŐƵůĂƚŝŽŶ͕ƵƉƚŽƚŚĞ ůĞǀĞůŽĨƉŽƐƚƚƌĂŶƐůĂƚŝŽŶĂůŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƚŝŽŶ͘&ƵƚƵƌĞ
ǀĂůŝĚĂƟŽŶƐƚƵĚŝĞƐŽĨƚŚŝƐŚǇƉŽƚŚĞƐŝƐͲĐƌĞĂƟŶŐĚĂƚĂǁŝůůĨƵƌƚŚĞƌĐŽŶƚƌŝďƵƚĞƚŽƚŚĞŐĞŶĞƌĂůƵŶĚĞƌƐƚĂŶĚŝŶŐŽĨ
ƉůĂŶƚĂĚĂƉƚĂďŝůŝƚǇƚŽĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚĂůƐƚƌĞƐƐĞƐ͘
 
ϭϲϰ
Chapter 7
Z&ZE^
΀ϭ΁DƵƚŚƵƌĂŵĂůŝŶŐĂŵ͕D͕͘DĂƚƌŽƐ͕͕͘^ĐŚĞŝďĞ͕Z͕͘DŽĐŬ͕,͘ W͘ ͕ŝĞƚǌ͕<͘ :͕͘dŚĞŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞͲ
ƐĞŶƐŝƟǀĞƉƌŽƚĞŽŵĞŽĨƚŚĞĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚŝŶǀŝƚƌŽĂŶĚŝŶǀŝǀŽ͘&ƌŽŶƚWůĂŶƚ^ĐŝϮϬϭϯ͕ϰ͕ϱϰ͘
΀Ϯ΁dĂŶŽƵ͕'͕͘:Žď͕͕͘ĞůŐŚĂǌŝ͕D͕͘DŽůĂƐƐŝŽƟƐ͕͕͘ĞƚĂů͕͘WƌŽƚĞŽŵŝĐƐŝŐŶĂƚƵƌĞƐƵŶĐŽǀĞƌŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞ
ĂŶĚŶŝƚƌŝĐŽǆŝĚĞĐƌŽƐƐͲƚĂůŬƐŝŐŶĂůŝŶŐŶĞƚǁŽƌŬŝŶĐŝƚƌƵƐƉůĂŶƚƐ͘:WƌŽƚĞŽŵĞZĞƐϮϬϭϬ͕ϵ͕ϱϵϵϰͲϲϬϬϲ͘
΀ϯ΁dĂŶŽƵ͕'͕͘:Žď͕͕͘ZĂũũŽƵ͕>͕͘ƌĐ͕͕͘ĞƚĂů͕͘WƌŽƚĞŽŵŝĐƐƌĞǀĞĂůƐƚŚĞŽǀĞƌůĂƉƉŝŶŐƌŽůĞƐŽĨŚǇĚƌŽŐĞŶ
ƉĞƌŽǆŝĚĞĂŶĚŶŝƚƌŝĐŽǆŝĚĞŝŶƚŚĞĂĐĐůŝŵĂƟŽŶŽĨĐŝƚƌƵƐƉůĂŶƚƐƚŽƐĂůŝŶŝƚǇ͘WůĂŶƚ:ϮϬϬϵ͕ϲϬ͕ϳϵϱͲϴϬϰ͘
΀ϰ΁ŚŽƵ͕>͕͘ŽŬŚĂƌŝ͕^͘͕͘ŽŶŐ͕͘:͕͘>ŝƵ͕:͘z͘ ͕ŽŵƉĂƌĂƟǀĞƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐĂŶĂůǇƐŝƐŽĨƚŚĞƌŽŽƚĂƉŽƉůĂƐƚƐŽĨ
ƌŝĐĞƐĞĞĚůŝŶŐƐŝŶƌĞƐƉŽŶƐĞƚŽŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞ͘WůŽ^ŽŶĞϮϬϭϭ͕ϲ͕ĞϭϲϳϮϯ͘
΀ϱ΁/ŶŐŽůŝĂ͕E͘d͘ ͕ƌĂƌ͕ '͘͕͘ZŽƵƐŬŝŶ͕^͕͘DĐ'ĞĂĐŚǇ͕ ͘D͕͘tĞŝƐƐŵĂŶ͕:͘^͕͘dŚĞƌŝďŽƐŽŵĞƉƌŽĮůŝŶŐƐƚƌĂƚĞŐǇ
ĨŽƌŵŽŶŝƚŽƌŝŶŐƚƌĂŶƐůĂƟŽŶ ŝŶǀŝǀŽďǇĚĞĞƉƐĞƋƵĞŶĐŝŶŐŽĨƌŝďŽƐŽŵĞͲƉƌŽƚĞĐƚĞĚŵZEĨƌĂŐŵĞŶƚƐ͘EĂƚ
WƌŽƚŽĐϮϬϭϮ͕ϳ͕ϭϱϯϰͲϭϱϱϬ͘
΀ϲ΁:ƵŶƚĂǁŽŶŐ͕W͘ ͕'ŝƌŬĞ͕d͘ ͕ĂǌŝŶ͕:͕͘ĂŝůĞǇͲ^ĞƌƌĞƐ͕:͕͘dƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůĚǇŶĂŵŝĐƐƌĞǀĞĂůĞĚďǇŐĞŶŽŵĞͲǁŝĚĞ
ƉƌŽĮůŝŶŐŽĨƌŝďŽƐŽŵĞĨŽŽƚƉƌŝŶƚƐŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ͘WƌŽĐEĂƚůĐĂĚ^Đŝh^ϮϬϭϰ͕ϭϭϭ͕ϮϬϯͲϮϭϮ͘
΀ϳ΁sĂŶƌĞƵƐĞŐĞŵ͕&͘ ͕ĂŝůĞǇͲ^ĞƌƌĞƐ͕:͕͘DŝƩůĞƌ͕ Z͕͘hŶƌĂǀĞůŝŶŐƚŚĞƚĂƉĞƐƚƌǇŽĨŶĞƚǁŽƌŬƐŝŶǀŽůǀŝŶŐƌĞĂĐƟǀĞ
ŽǆǇŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐŝŶƉůĂŶƚƐ͘WůĂŶƚWŚǇƐŝŽůϮϬϬϴ͕ϭϰϳ͕ϵϳϴͲϵϴϰ͘
΀ϴ΁WĞƚƌŽǀ͕ s͘ ͕͘sĂŶƌĞƵƐĞŐĞŵ͕&͘ ͕,ǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞͲĂĐĞŶƚƌĂůŚƵďĨŽƌŝŶĨŽƌŵĂƟŽŶŇŽǁŝŶƉůĂŶƚĐĞůůƐ͘
ŽWůĂŶƚƐϮϬϭϮ͕ϮϬϭϮ͕ƉůƐϬϭϰ͘
΀ϵ΁DŝůůĞƌ͕ '͕͘^ŚƵůĂĞǀ͕ s͘ ͕DŝƩůĞƌ͕ Z͕͘ZĞĂĐƟǀĞŽǆǇŐĞŶƐŝŐŶĂůŝŶŐĂŶĚĂďŝŽƟĐƐƚƌĞƐƐ͘WŚǇƐŝŽůŽŐŝĂƉůĂŶƚĂƌƵŵ
ϮϬϬϴ͕ϭϯϯ͕ϰϴϭͲϰϴϵ͘
΀ϭϬ΁,ĂƌĚŝŶ͕^͘͕͘>ĂƌƵĞ͕͘ d͘ ͕KŚ͕D͘,͕͘ :ĂŝŶ͕s͕͘,ƵďĞƌ͕ ^͘͕͘ŽƵƉůŝŶŐŽǆŝĚĂƟǀĞƐŝŐŶĂůƐƚŽƉƌŽƚĞŝŶ
ƉŚŽƐƉŚŽƌǇůĂƟŽŶǀŝĂŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ͘ŝŽĐŚĞŵ:ϮϬϬϵ͕ϰϮϮ͕ϯϬϱͲϯϭϮ͘
΀ϭϭ΁'ŚĞƐƋƵŝĞƌĞ͕͕͘:ŽŶĐŬŚĞĞƌĞ͕s͘ ͕ŽůĂĞƌƚ͕E͕͘sĂŶƵƌŵĞ͕:͕͘ĞƚĂů͕͘ZĞĚŽǆƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐŽĨƉƌŽƚĞŝŶͲďŽƵŶĚ
ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ͘DŽůĞůůWƌŽƚĞŽŵŝĐƐϮϬϭϭ͕ϭϬ͕DϭϭϬϬϬϲϴϲϲ͘
ϭϲϱ
KE>h^/KE^EWZ^Wd/s^
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SAMENVATTING 
 
Chapter 2
ϭϲϴ
Chapter 8
ϭϲϵ
^DEsdd/E'
^DEsdd/E'
KŵƚĞŽǀĞƌůĞǀĞŶŵŽĞƚĞŶƉůĂŶƚĞŶǌŝĐŚƐŶĞůŬƵŶŶĞŶĂĂŶƉĂƐƐĞŶĂĂŶǀĞƌĂŶĚĞƌĞŶĚĞŽŵŐĞǀŝŶŐƐĨĂĐƚŽƌĞŶ͘
,ŝĞƌǀŽŽƌŵŽĞƚĞĞŶƉůĂŶƚĚĞŽŵŐĞǀŝŶŐŬƵŶŶĞŶǁĂĂƌŶĞŵĞŶŽŵĞĞŶŐĞƉĂƐƚĞƌĞƐƉŽŶƐƚĞŐĞŶĞƌĞƌĞŶĞŶǌŝĐŚ
ƚĞǀĞƌǁĞƌĞŶ͘ŽǁĞůďŝŽƟƐĐŚĞĂůƐĂďŝŽƟƐĐŚĞƐƚƌĞƐƐǌŽƌŐĞŶǀŽŽƌĚĞƉƌŽĚƵĐƟĞǀĂŶǀƌŝũĞǌƵƵƌƐƚŽĨƌĂĚŝĐĂůĞŶ
;sZͿ ŝŶĚĞĐĞůǁĂƚ ůĞŝĚƚƚŽƚĞĞŶǀĞƌƐƚŽƌŝŶŐǀĂŶŚĞƚĞǀĞŶǁŝĐŚƚ ŝŶĚĞƌĞĚŽǆͲƐƚĂƚƵƐ͘ŽŬƵŶŶĞŶƉůĂŶƚĞŶ
ǀĞƌĂŶĚĞƌĞŶĚĞsZĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟĞƐǁĂĂƌŶĞŵĞŶĞŶǀĞƌǀŽůŐĞŶƐŐĞďƌƵŝŬĞŶĂůƐĞĞŶƐŝŐŶĂůŝƐĂƟĞŵĞĐŚĂŶŝƐŵĞ͘
,ĞƚŽŶƚƌĂĨĞůĞŶǀĂŶĚĞsZƌĞƐƉŽŶƐŝĞǀĞŵŽůĞĐƵůĂŝƌĞƐŝŐŶĂůŝƐĂƟĞƐǁĂĂƌŵĞĞĚĞƉůĂŶƚŝŶƐƚĂĂƚŝƐŽŵĚĞǌĞ
sZĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟĞƐƚĞďĞƉĂůĞŶĞŶŽŵƚĞǌĞƩĞŶŶĂĂƌĚĞĐŽƌƌĞĐƚĞĐĞůůƵůĂŝƌĞƐƚƌĞƐƐƌĞƐƉŽŶƐďůŝũŌĞĞŶŐƌŽƚĞ
ƵŝƚĚĂŐŝŶŐ͘
DĞƚĚĞǌĞƐƚƵĚŝĞǁŝůůĞŶǁĞĞĞŶŐůŽďĂĂůŝŶǌŝĐŚƚǀĞƌǁĞƌǀĞŶŝŶĚĞĞĞƌƐƚĞƐƚĂƉƉĞŶďĞƚƌŽŬŬĞŶďŝũĚĞƌĞƐƉŽŶƐŝǀŝƚĞŝƚ
van A. thalianaŐĞĚƵƌĞŶĚĞŽǆŝĚĂƟĞǀĞƐƚƌĞƐƐ͕ǁĂĂƌďŝũĚĞǀĞƌƐƚŽƌŝŶŐǀĂŶĚĞsZďĂůĂŶƐĞĞŶƐŝŐŶĂůŝƐĞƌĞŶĚĞ
ƌŽůǀĞƌǀƵůƚ͘,ŝĞƌƚŽĞǁĞƌĚĞŶŵĞĞƌĚĞƌĞĂŶĂůǇƐĞƚĞĐŚŶŝĞŬĞŶƚŽĞŐĞƉĂƐƚǌŽĂůƐƐĞƋƵĞŶĞƌŝŶŐƐŵĞƚŚŽĚĞŶ
ǀĂŶŵZE͕ƌŝďŽƐŽŽŵƉƌŽĨŝůĞƌŝŶŐĂůƐŽŽŬŵĂƐƐĂƐƉĞĐƚƌŽŵĞƚƌŝƐĐŚĞƚŽĞƉĂƐƐŝŶŐĞŶǀŽŽƌƉƌŽƚĞŽŽŵǁŝũĚĞ
ĂŶĂůǇƐĞƐ͘sŽŽƌĚŝƚƉƌŽũĞĐƚǁĞƌĚŐĞďƌƵŝŬƚŐĞŵĂĂŬƚǀĂŶĐĂƚĂůĂƐĞͲĚĞĮĐŝģŶƚĞƉůĂŶƚĞŶ;cat2-2ͿĚŝĞǁĞƌĚĞŶ
ďůŽŽƚŐĞƐƚĞůĚĂĂŶĞĞŶŚŽŐĞůŝĐŚƟŶƚĞŶƐŝƚĞŝƚ͘ĂŶŐĞǌŝĞŶĐĂƚĂůĂƐĞŚĞƚǀŽŽƌŶĂĂŵƐƚĞĂŶƟŽǆŝĚĂŶƚĞŶǌǇŵǀĂŶ
ǁĂƚĞƌƐƚŽĨƉĞƌŽǆŝĚĞŝƐ͕ŬƵŶŶĞŶcat2-2ƉůĂŶƚĞŶĂůƐĞĞŶŶŝĞƚ ŝŶǀĂƐŝĞĨŵŽĚĞůƐǇƐƚĞĞŵŐĞďƌƵŝŬƚǁŽƌĚĞŶŽŵ
ǀĞƌŚŽŽŐĚĞǁĂƚĞƌƐƚŽĨƉĞƌŽǆŝĚĞĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟĞƐƚĞďĞƐƚƵĚĞƌĞŶ͘ĞƉůĂŶƚĞŶĚŝĞŶĞŶŚŝĞƌƚŽĞĞŶŬĞůďůŽŽƚŐĞƐƚĞůĚ
ƚĞǁŽƌĚĞŶĂĂŶĞǆƚĞƌŶĞĐŽŶĚŝƟĞƐĚŝĞĨŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƟĞŝŶĚƵĐĞƌĞŶ͕ǌŽĂůƐŚŽŐĞůŝĐŚƟŶƚĞŶƐŝƚĞŝƚ͘/ŶŚŽŽĨĚƐƚƵŬŬĞŶ
2 en 3ǁŽƌĚƚƌĞƐƉĞĐƟĞǀĞůŝũŬŚĞƚsZͲŐĞǀŽĞůŝŐĞƉƌŽƚĞŽŽŵŐĞƐĐŚĞƚƐƚĂůƐŝŶůĞŝĚŝŶŐĞŶĚĞŚŽŽĨĚĚŽĞůƐƚĞůůŝŶŐĞŶ
ǀĂŶĚĞǌĞƚŚĞƐŝƐŐĞŐĞǀĞŶ͘
,ŽŽĨĚƐƚƵŬϰďĞƐĐŚƌŝũŌĚĞĚǇŶĂŵŝƐĐŚĞǁŝƐƐĞůǁĞƌŬŝŶŐǀĂŶƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĞůĞĞŶƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĞůĞƌĞŐƵůĂƟĞ͕
ŚĞƚŐĞĞŶ ŝŶǀůŽĞĚŚĞĞĨƚŽƉĚĞĨŝŶĂůĞĞŝǁŝƚŚŽĞǀĞĞůŚĞĚĞŶ ŝŶƉůĂŶƚĞŶŽŶĚĞƌƐƚƌĞƐƐ͘,ŝĞƌǀŽŽƌǁĞƌĚĞĞŶ
ƐƚĂĂůŶĂŵĞŝŶĨƵŶĐƚŝĞǀĂŶĚĞƚŝũĚƵŝƚŐĞǀŽĞƌĚ ŝŶǁŝůĚͲƚǇƉĞĞŶcat2-2ƉůĂŶƚĞŶ͕ďůŽŽƚŐĞƐƚĞůĚĂĂŶƐƚƌĞƐƐ
ŝŶĚƵĐĞƌĞŶĚĞĐŽŶĚŝƟĞƐ͘ĞŶŬǁĂŶƟƚĂƟĞǀĞǀĞƌŐĞůŝũŬŝŶŐǀĂŶĚĞĚǇŶĂŵŝƐĐŚĞsZͲƌĞƐƉŽŶƐŝĞǀĞĞŝǁŝƩĞŶǁĞƌĚ
ŵŽŐĞůŝũŬĚŽŽƌƉĞƉƟĚĞŶŵĞƚƐƚĂďŝĞůĞŝƐŽƚŽƉĞŶƉŽƐƚͲŵĞƚĂďŽůŝƐĐŚƚĞŵĞƌŬĞŶ͘KŽŬǁĞƌĚĞƌĞĞŶƌŝďŽƐŽŽŵ
ƉƌŽĨŝůĞƌŝŶŐƐƐƚƵĚŝĞƵŝƚŐĞǀŽĞƌĚǁĂĂƌďŝũĚĞǀĞƌŬƌĞŐĞŶŵZEͲƐĞƋĞŶƌŝďŽͲƐĞƋĚĂƚĂŐĞĐŽŵƉůĞŵĞŶƚĞĞƌĚ
ǁĞƌĚĞŶŵĞƚĚĞĞŝǁŝƚĚĂƚĂ͘KŶǌĞĚĂƚĂƚŽŶĞŶĞĞŶďĞůĂŶŐƌŝũŬĞƌŽůǀĂŶĞŝǁŝƚĚĞŐƌĂĚĂƟĞĂĂŶ͕ǀŽŽƌĂůǀĂŶ
ƌŝďŽƐŽŵĂůĞĞŝǁŝƩĞŶ͘ŝƚǌŽƌŐƚǀŽŽƌĞĞŶĂůŐĞŵĞŶĞǀĞƌŵŝŶĚĞƌŝŶŐǀĂŶƚƌĂŶƐůĂƟĞŐĞĚƵƌĞŶĚĞŽǆŝĚĂƟĞǀĞ
ƐƚƌĞƐƐ͘ŽǀĞŶĚŝĞŶǌŝĞŶǁĞĞĞŶƐƚĞƌŬĞīĞĐƚŽƉĚĞƚƌĂŶƐůĂƟĞͲĞĸĐŝģŶƟĞǀĂŶŝŶĚŝǀŝĚƵĞůĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚĞŶƚƵƐƐĞŶ
ďĞŝĚĞŐĞŶŽƚǇƉĞƐ͘ĞǌĞďĞǀŝŶĚŝŶŐĞŶƐƚĞƵŶĞŶŽŶǌĞ ŝŶƚĞŐƌĂƟĞǀĞĂĂŶƉĂŬŽŵŝŶǌŝĐŚƚƚĞǀĞƌǁĞƌǀĞŶ͕ǀĂŶ
ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƚŽƚĞŝǁŝƚ͕ǀĂŶĚĞƐŝŐŶĂůŝƐĂƟĞŵĞĐŚĂŶŝƐŵĞŶŐĞĚƵƌĞŶĚĞƐƚƌĞƐƐĂĚĂƉƚĂƟĞďŝũƉůĂŶƚĞŶ͘
In ŚŽŽĨĚƐƚƵŬŬĞŶϱ en ϲ ůŝŐƚĚĞĨŽĐƵƐŽƉŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƚŝĞĂůƐĞĞŶƌĞǀĞƌƐŝďĞůĞƉŽƐƚƚƌĂŶƐůĂƚŝŽŶĞůĞ
ŵŽĚŝĮĐĂƟĞ;WdDͿŐĞĚƵƌĞŶĚĞŽǆŝĚĂƟĞǀĞƐƚƌĞƐƐ͘ĞĚŝƌĞĐƚĞŽǆŝĚĂƟĞǀĂŶĂŵŝŶŽǌƵƌĞŶŝŶĞŝǁŝƩĞŶŝƐŶĂŵĞůŝũŬ
ĞĞŶŵŽŐĞůŝũŬƐŵĞĐŚĂŶŝƐŵĞǀĂŶĚĞƉůĂŶƚŽŵǀĞƌĂŶĚĞƌĞŶĚĞsZĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟĞƐŽƉƚĞŵĞƌŬĞŶ͘sŝĂĚĞ
K&Z/ƚĞĐŚŶŽůŽŐŝĞǁĂƌĞŶǁĞŝŶƐƚĂĂƚŽŵĚĞŽǆŝĚĂƟĞƐŝƚĞƐƚĞŵĂƉƉĞŶŝŶǁŝůĚͲƚǇƉĞĞŶcat2-2 planten 
ŐĞĚƵƌĞŶĚĞďůŽŽƚƐƚĞůůŝŶŐĂĂŶŚŽŐĞůŝĐŚƟŶƚĞŶƐŝƚĞŝƚ͘KŽŬĚĞĚǇŶĂŵŝĞŬǀĂŶĚĞǌĞŽǆŝĚĂƟĞǁĞƌĚďĞƐƚƵĚĞĞƌĚ
ĚŽŽƌƐƚĂůĞŶƚĞŶĞŵĞŶďŝũƚǁĞĞƟũĚƐƉƵŶƚĞŶ͘,ĞƚůĂďĞůĞŶǀĂŶƉĞƉƟĚĞŶŵĞƚƐƚĂďŝĞůĞŝƐŽƚŽƉĞŶƐƚĞůĚĞŽŶƐ
ŽŽŬŶƵŝŶƐƚĂĂƚŽŵŽǆŝĚĂƟĞƚĞŬǁĂŶƟĮĐĞƌĞŶƚƵƐƐĞŶǁŝůĚͲƚǇƉĞĞŶcat2-2ƉůĂŶƚĞŶ͘/ŶƚŽƚĂĂůǁĞƌĚĞŶϱϭϯ
ŽǆŝĚĂƟĞƐŝƚĞƐŐĞŢĚĞŶƟĮĐĞĞƌĚŝŶϰϬϯĞŝǁŝƩĞŶ͘KŶǌĞƌĞƐƵůƚĂƚĞŶŽŶĚĞƌƐƚĞƵŶĞŶĚĞŚǇƉŽƚŚĞƐĞĚĂƚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ
ϭϳϬ
Chapter 8
ŽǆŝĚĂƟĞŶŝĞƚĞŶŬĞůĞĞŶƐĐŚĂĚĞůŝũŬŐĞǀŽůŐŝƐǀĂŶŽǆŝĚĂƟĞǀĞƐƚƌĞƐƐŵĂĂƌŽŽŬďŝũĚƌĂĂŐƚƚŽƚĚĞŵŽůĞĐƵůĂŝƌĞ
ƐŝŐŶĂůŝƐĂƟĞ͘
ĞǀĂůŝĚĂƟĞǀĂŶĚĞǌĞŬĂŶĚŝĚĂĂƚĞŝǁŝƩĞŶĞŶĚĞŝŶǀůŽĞĚǀĂŶŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟĞŽƉĚĞƐƚƌƵĐƚƵƵƌĞŶĨƵŶĐƟĞ
ǀĂŶĚĞǌĞĞŝǁŝƩĞŶ͕ǌƵůůĞŶĞĞŶďĞůĂŶŐƌŝũŬĞƌŽůƐƉĞůĞŶŝŶŚĞƚďĞŐƌŝũƉĞŶǀĂŶĚĞsZƐŝŐŶĂůŝƐĂƟĞŽƉŵŽůĞĐƵůĂŝƌ
ŶŝǀĞĂƵ͘/ŶĚĞǌĞƚŚĞƐŝƐǁĞƌĚƌĞĞĚƐĚĞŝŵƉĂĐƚǀĂŶŽǆŝĚĂƟĞŐĞƚĞƐƚǀŽŽƌƚǁĞĞŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ^ͲƚƌĂŶƐĨĞƌĂƐĞƐ͕
ƉŚŝϵĞŶƚĂƵϮϯ;ŚŽŽĨĚƐƚƵŬϳͿ͘DĞƚŚŝŽŶŝŶĞŽǆŝĚĂƟĞǀĂŶĚĞǌĞĞŶǌǇŵĞŶďůĞĞŬƐƚĞƌĞŽƐƉĞĐŝĮĞŬĞŶŚĂĚĞĞŶ
ŶĞŐĂƟĞǀĞŝŵƉĂĐƚŽƉŚƵŶĞŶǌǇŵĂĐƟǀŝƚĞŝƚ͘
ĞǌĞƚŚĞƐŝƐŚĞĞŌŐĞƚƌĂĐŚƚŽŵĞĞŶŐůŽďĂĂůďĞĞůĚƚĞƐĐŚĞƚƐĞŶǀĂŶĚĞŽǆŝĚĂƟĞǀĞƐƚƌĞƐƐƌĞƐƉŽŶƐǀĂŶA. 
thaliana͕ǁĂĂƌďŝũƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĞůĞ͕ƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĞůĞĞŶƉŽƐƩƌĂŶƐůĂƟŽŶĞůĞƌĞŐƵůĂƟĞŽŶĚĞƌǌŽĐŚƚǁĞƌĚĞŶ͘Ğ
ǀĞƌǁŽƌǀĞŶŬĞŶŶŝƐĚƌĂĂŐƚďŝũƚŽƚŶŝĞƵǁĞŝŶǌŝĐŚƚĞŶŝŶĚĞƌĞŐƵůĞƌĞŶĚĞŵĞĐŚĂŶŝƐŵĞŶǀĂŶĚĞƐƚƌĞƐƐƌĞƐƉŽŶƐŝŶ
ƉůĂŶƚĞŶĞŶŬĂŶůĞŝĚĞŶƚŽƚŶŝĞƵǁĞƚŽĞƉĂƐƐŝŶŐĞŶŝŶŚĞƚǀĞƌŬƌŝũŐĞŶǀĂŶǀĞƌďĞƚĞƌĚĞƐƚƌĞƐƐƚŽůĞƌĂŶƚĞŐĞǁĂƐƐĞŶ͘
ϭϳϭ
^DEsdd/E'
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Chapter 2
ϭϳϰ
ŚĂƉƚĞƌϵ
ϭϳϱ
E
EhDϭ͘Ky/d/sWK^dͳdZE^>d/KE>DK/&/d/KE^K&
z^d/EZ^/h^/EW>Ed^/'E>dZE^hd/KE
ĞǌĂƌǇtĂƐǌĐǌĂŬϭ͕Ϯ͕ϯ͕ϰ͕ϱη͕ ^ĂůŵĂ ŬƚĞƌϭ͕Ϯ͕ϯ͕ϰ͕ϱ͕ϴ͕ ^ŝůŬĞ :ĂĐƋƵĞƐϭ͕Ϯ͕ϲ͕ϳ͕ :ŝŶŐũŝŶŐ ,ƵĂŶŐϯ͕ϰ͕ϱ͕ 
:ŽƌŝƐDĞƐƐĞŶƐϯ͕ϰ͕ϱΎĂŶĚ&ƌĂŶŬsĂŶƌĞƵƐĞŐĞŵϭ͕ϮΎ    
ϭĞƉĂƌƚŵĞŶƚŽĨWůĂŶƚ^ǇƐƚĞŵƐŝŽůŽŐǇ͕ s/͕ϵϬϱϮ'ŚĞŶƚ͕ĞůŐŝƵŵ
ϮĞƉĂƌƚŵĞŶƚŽĨWůĂŶƚŝŽƚĞĐŚŶŽůŽŐǇĂŶĚŝŽŝŶĨŽƌŵĂƟĐƐ͕'ŚĞŶƚhŶŝǀĞƌƐŝƚǇ͕ ϵϬϱϮ'ŚĞŶƚ͕ĞůŐŝƵŵ
ϯ^ƚƌƵĐƚƵƌĂůŝŽůŽŐǇZĞƐĞĂƌĐŚĞŶƚĞƌ͕ s/͕ϭϬϱϬƌƵƐƐĞůƐ͕ĞůŐŝƵŵ
ϰƌƵƐƐĞůƐĞŶƚĞƌĨŽƌZĞĚŽǆŝŽůŽŐǇ͕ ϭϬϱϬƌƵƐƐĞůƐ͕ĞůŐŝƵŵ
ϱ^ƚƌƵĐƚƵƌĂůŝŽůŽŐǇƌƵƐƐĞůƐ͕sƌŝũĞhŶŝǀĞƌƐŝƚĞŝƚƌƵƐƐĞů͕ϭϬϱϬƌƵƐƐĞůƐ͕ĞůŐŝƵŵ
ϲĞƉĂƌƚŵĞŶƚŽĨDĞĚŝĐĂůWƌŽƚĞŝŶZĞƐĞĂƌĐŚ͕s/͕ϵϬϬϬ'ĞŶƚ͕ĞůŐŝƵŵ
ϳĞƉĂƌƚŵĞŶƚŽĨŝŽĐŚĞŵŝƐƚƌǇ͕ 'ŚĞŶƚhŶŝǀĞƌƐŝƚǇ͕ ϵϬϬϬ'ĞŶƚ͕ĞůŐŝƵŵ
ϴ&ĂĐƵůƚǇŽĨŝŽůŽŐŝĐĂů^ĐŝĞŶĐĞƐ͕hŶŝǀĞƌƐŝƚǇŽĨŚĂŬĂ͕ϭϬϬϬŚĂŬĂ͕ĂŶŐůĂĚĞƐŚ
ηƉƌĞƐĞŶƚĂĚĚƌĞƐƐ͗ŝǀŝƐŝŽŶŽĨWůĂŶƚŝŽůŽŐǇ͕ĞƉĂƌƚŵĞŶƚŽĨŝŽƐĐŝĞŶĐĞƐ͕hŶŝǀĞƌƐŝƚǇŽĨ,ĞůƐŝŶŬŝ͕ϬϬϬϭϰ
,ĞůƐŝŶŬŝ͕&ŝŶůĂŶĚ
ΎdŽǁŚŽŵĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚĞŶĐĞŵĂǇďĞĂĚĚƌĞƐƐĞĚ͗ͲŵĂŝů͗ũŽƌŝƐ͘ŵĞƐƐĞŶƐΛǀŝďͲǀƵď͘ďĞ͖ĨƌĂŶŬ͘ǀĂŶďƌĞƵƐĞŐĞŵΛ
ƉƐď͘ǀŝďͲƵŐĞŶƚ͘ďĞ
ͲŵĂŝůĂĚĚƌĞƐƐĞƐ͗ĞǌĂƌǇtĂƐǌĐǌĂŬ͗ĐĞǌĂƌǇ͘ǁĂƐǌĐǌĂŬΛŚĞůƐŝŶŬŝ͘Į͖^ĂůŵĂŬƚĞƌ͗^ĂůŵĂ͘ŬƚĞƌΛǀƵď͘ĂĐ͘ďĞ͖
^ŝůŬĞ:ĂĐƋƵĞƐ͗ƐŝũĂĐΛƉƐď͘ǀŝďͲƵŐĞŶƚ͘ďĞ͖:ŝŶŐũŝŶŐ,ƵĂŶŐ͗ũŝŶŐũŝŶŐ͘ŚƵĂŶŐΛǀƵď͘ĂĐ͘ďĞ
Corresponding authors:
&ƌĂŶŬsĂŶƌĞƵƐĞŐĞŵ
ĞƉĂƌƚŵĞŶƚWůĂŶƚ^ǇƐƚĞŵƐŝŽůŽŐǇ͕ s/Ͳ'ŚĞŶƚhŶŝǀĞƌƐŝƚǇ
dĞĐŚŶŽůŽŐŝĞƉĂƌŬϵϮϳ͕ͲϵϬϱϮ'ĞŶƚ͕ĞůŐŝƵŵ
dĞů͗͘нϯϮϵϯϯϭϯϵϮϬ͖&Ăǆ͗нϯϮϵϯϯϭϯϴϬϵ
ͲŵĂŝů͗ĨƌĂŶŬ͘ǀĂŶďƌĞƵƐĞŐĞŵΛƉƐď͘ǀŝďͲƵŐĞŶƚ͘ďĞ
Joris Messens 
^ƚƌƵĐƚƵƌĂůŝŽůŽŐǇZĞƐĞĂƌĐŚĞŶƚĞƌ͕ s/ͲsƌŝũĞhŶŝǀĞƌƐŝƚĞŝƚƌƵƐƐĞů
WůĞŝŶůĂĂŶϮ͕ͲϭϬϱϬƌƵƐƐĞů͕ĞůŐŝƵŵ
dĞů͗͘нϯϮϮϲϮϵϭϵϵϮ͖&Ăǆ͗нϯϮϮϲϮϵϭϵϲϯ
ͲŵĂŝů͗ũŽƌŝƐ͘ŵĞƐƐĞŶƐΛǀŝďͲǀƵď͘ďĞ
ĂƚĞŽĨƐƵďŵŝƐƐŝŽŶ͗ĞĐĞŵďĞƌϭϲ͕ϮϬϭϰ
ϭϳϲ
ŚĂƉƚĞƌϵ
ďďƌĞǀŝĂƚŝŽŶƐ͗͕ĂďƐĐŝƐŝĐĂĐŝĚ͖/ϭ͕ ŝŶƐĞŶƐŝƚŝǀĞϭ͖Wy͕ĂƐĐŽƌďĂƚĞƉĞƌŽǆŝĚĂƐĞ͖ƐĐ͕ĂƐĐŽƌďĂƚĞ͖d͕ ĐĂƚĂůĂƐĞ͖
ǇƐ͕ĐǇƐƚĞŝŶĞ͖ƐWWd͕ĚŽƵďůĞƐƉĞĐŝĨŝĐŝƚǇƉƌŽƚĞŝŶ ƚǇƌŽƐŝŶĞƉŚŽƐƉŚĂƚĂƐĞ͖&Ěǆ͕ ĨĞƌƌĞĚŽǆŝŶ͖&EZ͕&Ěǆ͗EWнƌĞĚƵĐƚĂƐĞ͖&dZ͕
ĨĞƌƌĞĚŽǆŝŶͲƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶ ƌĞĚƵĐƚĂƐĞ͖'Ɖǆ͕ŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞƉĞƌŽǆŝĚĂƐĞ͖'Z͕ŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ ƌĞĚƵĐƚĂƐĞ͖'ƌǆ͕ ŐůƵƚĂƌĞĚŽǆŝŶ͖'^,͕
ŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ͖ :͕ ũĂƐŵŽŶĂƚĞ͖DW<͕ŵŝƚŽŐĞŶͲĂĐƚŝǀĂƚĞĚƉƌŽƚĞŝŶŬŝŶĂƐĞ͖EdZ͕EW,ͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚ ƚŚŝŽƌĞŽĚŽǆŝŶ ƌĞĚƵĐƚĂƐĞƐ͖
KW͕ ϭϮ ŽǆŽ ƉŚǇƚŽĚŝĞŶŽŝĐ ĂĐŝĚ͖KǆͲWdDƐ͕ ŽǆŝĚĂƚŝǀĞ ƉŽƐƚͲƚƌĂŶƐůĂƚŝŽŶĂůŵŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶƐ͖ WZ͕ ƉĂƚŚŽŐĞŶĞƐŝƐͲƌĞůĂƚĞĚ͖
Wƌǆ͕ƉĞƌŽǆŝƌĞĚŽǆŝŶ͖WdW͕ƉƌŽƚĞŝŶ ƚǇƌŽƐŝŶĞƉŚŽƐƉŚĂƚĂƐĞ͖ZE'͕ ƌĞĂĐƚŝǀĞŶŝƚƌŽŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐ͖ZK^͕ ƌĞĂĐƚŝǀĞŽǆǇŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐ͖
^͕ ƐĂůŝĐǇůŝĐĂĐŝĚ͖ ^Z͕ ƐǇƐƚĞŵŝĐĂĐƋƵŝƌĞĚ ƌĞƐŝƐƚĂŶĐĞ͖ ^K͕ ƐƵƉĞƌŽǆŝĚĞĚŝƐŵƵƚĂƐĞ͖ ^ƌǆ͕ ƐƵůĨŝƌĞĚŽǆŝŶ͖ dƌǆ͕ ƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶ͘
^dZd
/ŶƉůĂŶƚƐ͕ŇƵĐƚƵĂƟŽŶŽĨƚŚĞƌĞĚŽǆďĂůĂŶĐĞďǇĂůƚĞƌĞĚůĞǀĞůƐŽĨƌĞĂĐƟǀĞŽǆǇŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐ;ZK^ͿĐĂŶĂīĞĐƚ
ŵĂŶǇĂƐƉĞĐƚƐŽĨĐĞůůƵůĂƌƉŚǇƐŝŽůŽŐǇ͘ZK^ŚŽŵĞŽƐƚĂƐŝƐ ŝƐŐŽǀĞƌŶĞĚďǇĂĚŝǀĞƌƐŝĮĞĚƐĞƚŽĨĂŶƟŽǆŝĚĂŶƚ
ƐǇƐƚĞŵƐƚŚĂƚĂůůŽǁŵĂŝŶƚĂŝŶŝŶŐƌĞĚŽǆŚŽŵĞŽƐƚĂƐŝƐ͘WĞƌƚƵƌďĂƟŽŶŽĨƚŚŝƐŚŽŵĞŽƐƚĂƐŝƐůĞĂĚƐƚŽƚƌĂŶƐŝĞŶƚŽƌ
ƉĞƌŵĂŶĞŶƚĐŚĂŶŐĞƐŝŶƚŚĞƌĞĚŽǆƐƚĂƚƵƐĂŶĚŝƐĞǆƉůŽŝƚĞĚďǇƉůĂŶƚƐŝŶĚŝīĞƌĞŶƚƐƚƌĞƐƐƐŝŐŶĂůŝŶŐŵĞĐŚĂŶŝƐŵƐ͘
hŶĚĞƌƐƚĂŶĚŝŶŐŚŽǁƉůĂŶƚƐƐĞŶƐĞZK^ĂŶĚƚƌĂŶƐĚƵĐĞƚŚĞƐĞƐƟŵƵůŝŝŶƚŽĚŽǁŶƐƚƌĞĂŵďŝŽůŽŐŝĐĂůƌĞƐƉŽŶƐĞƐ
ŝƐƐƟůůĂŵĂũŽƌĐŚĂůůĞŶŐĞ͘ZK^ĐĂŶƉƌŽǀŽŬĞƌĞǀĞƌƐŝďůĞĂŶĚŝƌƌĞǀĞƌƐŝďůĞŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐƚŽƉƌŽƚĞŝŶƐƚŚĂƚĂƌĞ
ĂĐƟŶŐŝŶĚŝǀĞƌƐĞƐŝŐŶĂůŝŶŐƉĂƚŚǁĂǇƐ͘dŚĞƐĞŽǆŝĚĂƟǀĞƉŽƐƚͲƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐ;KǆͲWdDƐͿĞŝƚŚĞƌ
ůĞĂĚƚŽŽǆŝĚĂƟǀĞĚĂŵĂŐĞĂŶĚͬŽƌƚƌŝŐŐĞƌƐƚƌƵĐƚƵƌĂůĂůƚĞƌĂƟŽŶƐŝŶƚŚĞƐĞƚĂƌŐĞƚƉƌŽƚĞŝŶƐ͘ŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĂƟŽŶ
ŽĨƚŚĞĞīĞĐƚŽĨ ŝŶĚŝǀŝĚƵĂůKǆͲWdDƐŽŶŝŶĚŝǀŝĚƵĂůƉƌŽƚĞŝŶƐŝƐƚŚĞŬĞǇƚŽĂďĞƩĞƌƵŶĚĞƌƐƚĂŶĚŝŶŐŽĨŚŽǁ
ĐĞůůƐ ŝŶƚĞƌƉƌĞƚŽǆŝĚĂƟǀĞƐŝŐŶĂůƐƚŚĂƚĂƌŝƐĞĨƌŽŵĚĞǀĞůŽƉŵĞŶƚĂůĐƵĞƐĂŶĚƐƚƌĞƐƐĐŽŶĚŝƟŽŶƐ͘dŚŝƐƌĞǀŝĞǁ
ĨŽĐƵƐĞƐŽŶZK^ͲŵĞĚŝĂƚĞĚKǆͲWdDƐŽŶĐǇƐƚĞŝŶĞƌĞƐŝĚƵĞƐ͘dŚĞĐǇƐƚĞŝŶĞƐŝĚĞĐŚĂŝŶ͕ǁŝƚŚŝƚƐŚŝŐŚŶƵĐůĞŽƉŚŝůŝĐ
ĐĂƉĂĐŝƚǇ͕ ĂƉƉĞĂƌƐƚŽďĞƚŚĞƉƌŝŶĐŝƉůĞƚĂƌŐĞƚŽĨZK^͘KǆͲWdDƐŽŶĐǇƐƚĞŝŶĞƌĞƐŝĚƵĞƐƉĂƌƟĐŝƉĂƚĞŝŶǀĂƌŝŽƵƐ
ƐŝŐŶĂůŝŶŐĐĂƐĐĂĚĞƐ ŝŶŝƟĂƚĞĚďǇŽƚŚĞƌƉůĂŶƚƐƚƌĞƐƐŚŽƌŵŽŶĞƐ͘tĞƌĞǀŝĞǁƚŚĞŵĞĐŚĂŶŝƐƟĐĂƐƉĞĐƚƐĂŶĚ
ĨƵŶĐƟŽŶĂůĐŽŶƐĞƋƵĞŶĐĞƐŽĨĐǇƐƚĞŝŶĞKǆͲWdDƐŽŶƐƉĞĐŝĮĐƚĂƌŐĞƚƉƌŽƚĞŝŶƐŝŶǀŝĞǁŽĨƐƚƌĞƐƐƐŝŐŶĂůŝŶŐĞǀĞŶƚƐ͘
<ĞǇǁŽƌĚƐ͗ ƌĞĚŽǆ ƌĞŐƵůĂƚŝŽŶ͕ ĐǇƐƚĞŝŶĞŽǆŝĚĂƚŝǀĞƉŽƐƚͲƚƌĂŶƐůĂƚŝŽŶĂůŵŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶ͕ƉŚǇƚŽŚŽƌŵŽŶĞ
ƐŝŐŶĂůŝŶŐ͕ƌĞĂĐƟǀĞŽǆǇŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐ     
 
ϭϳϳ
E
/EdZKhd/KE
WůĂŶƚƐĐŽŶƟŶƵŽƵƐůǇŶĞĞĚƚŽĂĚĂƉƚƚŚĞŝƌĚĞǀĞůŽƉŵĞŶƚƚŽǁĂƌĚƐŇƵĐƚƵĂƟŶŐĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚĂůĐŽŶĚŝƟŽŶƐ
ŝŶŽƌĚĞƌƚŽƐƵƌǀŝǀĞĂŶĚĂŝŵĨŽƌŽƉƟŵĂůĮƚŶĞƐƐ;tŝƚƵƐǌǇŷƐŬĂĞƚĂů͕͘ϮϬϭϯĂ͖tŝƚƵƐǌǇŷƐŬĂĞƚĂů͕͘ϮϬϭϯďͿ͘
dŚĞƐĞĂĚĂƉƚĂƚŝŽŶƐ ƌĞƋƵŝƌĞŵĞĐŚĂŶŝƐŵƐ ƚŚĂƚĂƌĞĐŽŶƐƚĂŶƚůǇŵŽŶŝƚŽƌŝŶŐ͕ ƐĞŶƐŝŶŐĂŶĚ ƚƌĂŶƐĚƵĐŝŶŐ
ĂĚŝǀĞƌƐĞĂƌƌĂǇŽĨĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚĂů ƐƚŝŵƵůŝ͘ĞƐŝĚĞƐĐŚĂŶŐĞƐ ŝŶƉŚǇƚŽŚŽƌŵŽŶĞ ůĞǀĞůƐ͕ ƐŝŐŶĂůŝŶŐǀŝĂ
ƉĞƌƚƵƌďĞĚ ƌĞĂĐƚŝǀĞŽǆǇŐĞŶ ƐƉĞĐŝĞƐ ;ZK^ͿŚŽŵĞŽƐƚĂƐŝƐ ĐĂŶƉĂƌƚŝĐŝƉĂƚĞ ŝŶ ƚŚĞŶĞĐĞƐƐĂƌǇ ƐƚĞƉƐ
ůĞĂĚŝŶŐƚŽĂŶĞĸĐŝĞŶƚĐĞůůƵůĂƌĂŶĚŽƌŐĂŶŝƐŵĂůƌĞƐƉŽŶƐĞ;'ŝůƌŽǇĞƚĂů͕͘ϮϬϭϰ͖tƌǌĂĐǌĞŬĞƚĂů͕͘ϮϬϭϯͿ͘
dŚĞĂĐĐƵŵƵůĂƟŽŶŽĨZK^ŚĂƐŶŽƚŽŶůǇďĞĞŶĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞĚĨŽƌŵƵůƟƉůĞƐƚƌĞƐƐĐŽŶĚŝƟŽŶƐůŝŬĞǁŽƵŶĚŝŶŐ
;KƌŽǌĐŽͲĂƌĚĞŶĂƐĂŶĚZǇĂŶ͕ϭϵϵϵͿ͕ĐŚŝůůŝŶŐ;tŝƐĞĂŶĚEĂǇůŽƌ͕ ϭϵϴϳͿ͕ĞǆĐĞƐƐ ůŝŐŚƚ;&ƌǇĞƌĞƚĂů͕͘ϮϬϬϯͿ͕
ƉĂƚŚŽŐĞŶŝŶĨĞĐƟŽŶƐ;ƉŽƐƚŽůĞƚĂů͕͘ϭϵϴϵ͖>ĞǀŝŶĞĞƚĂů͕͘ϭϵϵϰͿ͕ďƵƚĂůƐŽĚƵƌŝŶŐĚĞǀĞůŽƉŵĞŶƚĂůƉƌŽĐĞƐƐĞƐ
ůŝŬĞƌŽŽƚŐƌŽǁƚŚ;&ŽƌĞŵĂŶĞƚĂů͕͘ϮϬϬϯͿ͕ŐƌĂǀŝƚƌŽƉŝƐŵ;:ŽŽĞƚĂů͕͘ϮϬϬϭͿ͕ĞǆƚƌĂĐĞůůƵůĂƌdWƐŝŐŶĂůŝŶŐ
;^ŽŶŐĞƚĂů͕͘ϮϬϬϲͿ͕ƉŽůůĞŶƚƵďĞŐƌŽǁƚŚ;<ĂǇĂĞƚĂů͕͘ϮϬϭϰ͖WŽƚŽĐŬǉĞƚĂů͕͘ϮϬϬϳͿĂŶĚŝƚƐƌƵƉƚƵƌĞ;ƵĂŶ
ĞƚĂů͕͘ϮϬϭϰͿ͘ĞůůƵůĂƌƉƌŽĚƵĐƚŝŽŶƵŶŝƚƐ ŝŶǀŽůǀĞĚ ŝŶZK^ƉƌŽĚƵĐƚŝŽŶ ŝŶĐůƵĚĞĐŽƌĞĐĞůůƵůĂƌƉƌŽĐĞƐƐĞƐ
ůŝŬĞŵŝƚŽĐŚŽŶĚƌŝĂůƌĞƐƉŝƌĂƟŽŶ;EĂǀƌŽƚĞƚĂů͕͘ϮϬϬϳͿ͕ƉŚŽƚŽƐǇŶƚŚĞƐŝƐ ;ƐĂĚĂ͕ϮϬϬϲͿ͕ƉŚŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƟŽŶ
;ĂƵǁĞĞƚĂů͕͘ϮϬϭϮ͖&ŽǇĞƌĞƚĂů͕͘ϮϬϬϵͿ͕ƉĞƌŽǆŝƐŽŵĂůɴͲĨĂƚƚǇĂĐŝĚŽǆŝĚĂƚŝŽŶ;:ŝĂŶŐĞƚĂů͕͘ϮϬϭϭͿĂŶĚ
ƉƵƌŝŶĞĚĞŐƌĂĚĂƟŽŶ;^ĂŶĚĂůŝŽĞƚĂů͕͘ϭϵϴϴ͖ĂƌĞƉŽƵƌĞƚĂů͕͘ϮϬϭϬͿ͘KǀĞƌŵŽƌĞƚŚĂŶƚŚƌĞĞĚĞĐĂĚĞƐ͕ƚŚĞ
ŐĞŶĞƌĂůĐŽŶĐĞƉƚƐŽĨƌĞĚŽǆƌĞŐƵůĂƟŽŶŝŶƉůĂŶƚƐŚĂǀĞďĞĞŶƐŚĂƉĞĚ;DŽŶƚƌŝĐŚĂƌĚĞƚĂů͕͘ϮϬϬϵ͖^ĐŚƺƌŵĂŶŶ
ĂŶĚƵĐŚĂŶĂŶ͕ϮϬϬϴͿ͘,ŽǁĞǀĞƌ͕  ŝƚ ŝƐǇĞƚŶŽƚĐůĞĂƌŚŽǁƚŚĞŵĂũŽƌŝƚǇŽĨƐƚƌĞƐƐͲƌĞůĂƚĞĚƌĞĚŽǆƐƟŵƵůŝĂƌĞ
ƉĞƌĐĞŝǀĞĚĂŶĚƚƌĂŶƐĚƵĐĞĚ͘KŶĞŵĞĐŚĂŶŝƐŵƚŽƐĞŶƐĞZK^ͬƌĞĂĐƚŝǀĞŶŝƚƌŽŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐ ;ZE^Ϳ ŝƐďǇƚŚĞ
ŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐŽŶƐƉĞĐŝĮĐĐǇƐƚĞŝŶĞĂŶĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƌĞƐŝĚƵĞƐ;:ĂĐƋƵĞƐĞƚĂů͕͘ϮϬϭϯ͖ZŽŽƐĂŶĚ
DĞƐƐĞŶƐ͕ϮϬϭϭͿ͘dŚĞĂǀĂŝůĂďŝůŝƚǇŽĨĚŝĨĨĞƌĞŶƚŽǆŝĚĂƚŝŽŶƐƚĂƚĞƐŽĨďŽƚŚƐƵůĨƵƌĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐĂŵŝŶŽĂĐŝĚƐ
ƉĞƌŵŝƚƐƚŚĞĨŽƌŵĂƚŝŽŶŽĨĂĚŝǀĞƌƐĞƉĂůĞƚƚĞŽĨŽǆŝĚĂƚŝǀĞƉŽƐƚͲƚƌĂŶƐůĂƚŝŽŶĂůŵŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶƐ;KǆͲWdDƐͿ͕
ŝŶĐůƵĚŝŶŐŶŝƚƌŝĐŽǆŝĚĞ;EKͿͲŵĞĚŝĂƚĞĚ^ͲŶŝƚƌŽƐǇůĂƚŝŽŶ;^EK͖zƵĞƚĂů͕͘ϮϬϭϰͿ͕ŚǇĚƌŽŐĞŶƐƵůĨŝĚĞ;,Ϯ^ͿͲ
ŵĞĚŝĂƚĞĚƐƵůĬǇĚƌĂƟŽŶ;^^,͖ůǀĂƌĞǌĞƚĂů͕͘ϮϬϭϮ͖DƵƐƚĂĨĂĞƚĂů͕͘ϮϬϬϵ͖WĂƵůĂŶĚ^ŶǇĚĞƌ͕ ϮϬϭϮͿ͕ĂŶĚ
ZK^ͲŵĞĚŝĂƚĞĚĐŚĂŶŐĞƐ ;ƐƵůĨĞŶǇůĂƚŝŽŶ͕ZͲ^K,͖ ĨŽƌŵĂƚŝŽŶŽĨ ŝŶƚƌĂͲͬŝŶƚĞƌŵŽůĞĐƵůĂƌĚŝƐƵůĨŝĚĞďƌŝĚŐĞƐ͕
ZͲ^Ͳ^ͲZͬZͲ^Ͳ^ͲZ͖͛ ^ͲŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƚŝŽŶ͕ZͲ^Ͳ^'͖ ƐƵůĨŝŶǇůĂƚŝŽŶ͕ZͲ^KϮ,͖ĂŶĚƐƵůĨŽŶǇůĂƚŝŽŶ͕ZͲ^Kϯ,Ϳ͘
dŚĞďĞƐƚͲƐƚƵĚŝĞĚĐĂƐĞƐ ĨŽƌZK^ͲŵĞĚŝĂƚĞĚWdDƐĂƌĞƚŚŽƐĞŽŶĞŶǌǇŵĞƐ ŝŶǀŽůǀĞĚ ŝŶƚŚĞĂůǀŝŶĐǇĐůĞ
;^ĐŚƺƌŵĂŶŶĂŶĚƵĐŚĂŶĂŶ͕ϮϬϬϴͿ͕ƐƵůĨƵƌŵĞƚĂďŽůŝƐŵ;<ŽƉƌŝǀĂĞƚĂů͕͘ϮϬϭϮͿĂŶĚƐƚĂƌĐŚŵĞƚĂďŽůŝƐŵ
;'ůĂƌŝŶŐĞƚĂů͕͘ϮϬϭϮͿ͘EĞǆƚƚŽƚŚĞƐĞƌĞĚŽǆͲƐĞŶƐŝƟǀĞŵĞƚĂďŽůŝĐĐŽŵƉŽŶĞŶƚƐ͕KǆͲWdDƐĂůƐŽĞŵĞƌŐĞĂƐ
ƌĞŐƵůĂƚŽƌǇƐǁŝƚĐŚĞƐŽŶǀĂƌŝŽƵƐƐŝŐŶĂůƚƌĂŶƐĚƵĐƟŽŶƉƌŽƚĞŝŶƐ͕ ŝŶĐůƵĚŝŶŐƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĨĂĐƚŽƌƐ;ĞǆĐĞůůĞŶƚůǇ
ƌĞǀŝĞǁĞĚďǇŝĞƚǌ͕ϮϬϭϰͿ͕ŬŝŶĂƐĞƐ͕ƉŚŽƐƉŚĂƚĂƐĞƐ͕ƉƌŽƚĞĂƐĞƐĂŶĚZEͲďŝŶĚŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶƐ͘ /ŶƚŚŝƐƌĞǀŝĞǁ͕
ǁĞ ĨŽĐƵƐŽŶŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞͲŵĞĚŝĂƚĞĚ ƚŚŝŽůͲďĂƐĞĚƌĞĚŽǆƐŝŐŶĂůŝŶŐ͕ ŝŶĐůƵĚŝŶŐŬŝŶĂƐĞŵŽĚƵůĞƐ͕
ƉƌŽƚĞĂƐĞƐĂŶĚZEͲďŝŶĚŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶƐ͘ ^ƉĞĐŝĂů ĂƚƚĞŶƚŝŽŶ ŝƐ ŐŝǀĞŶ ƚŽ ĐǇƐƚĞŝŶĞ ;ǇƐͿKǆͲWdDƐ ƚŚĂƚ
ŵĞĚŝĂƚĞƚŚĞĐƌŽƐƐͲƚĂůŬďĞƚǁĞĞŶZK^ĂŶĚƐŝŐŶĂůŝŶŐƉĂƚŚǁĂǇƐ ŝŶŝƚŝĂƚĞĚďǇƐƚƌĞƐƐͲƌĞůĂƚĞĚŚŽƌŵŽŶĞƐ͘
ǇƐKǆͲWdDƐŝŶƉůĂŶƚZK^ĐŽŶƚƌŽůƐǇƐƚĞŵƐ
WůĂŶƚƐŚĂǀĞĞǀŽůǀĞĚǀĂƌŝŽƵƐƐƚƌĂƚĞŐŝĞƐƚŽŬĞĞƉZK^ůĞǀĞůƐƵŶĚĞƌĂƟŐŚƚĐŽŶƚƌŽůŐŽǀĞƌŶĞĚďǇĞŶǌǇŵĂƟĐ
ĂŶĚŶŽŶͲĞŶǌǇŵĂƟĐZK^ƉƌŽĚƵĐŝŶŐĂŶĚƐĐĂǀĞŶŐŝŶŐƐǇƐƚĞŵƐ;ƉĞůĂŶĚ,ŝƌƚ͕ϮϬϬϰ͖DŝƩůĞƌĞƚĂů͕͘ϮϬϭϭ͖&ŝŐ͘
ϭͿ͘'ůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ;'^,ͿĂŶĚĂƐĐŽƌďĂƚĞ;ƐĐͿĂƌĞƚŚĞŵĂũŽƌŶŽŶͲĞŶǌǇŵĂƟĐĐĞůůƵůĂƌƌĞĚŽǆƐǇƐƚĞŵƐ͕ǁŝƚŚ
ϭϳϴ
ŚĂƉƚĞƌϵ
ƚŽĐŽƉŚĞƌŽůĂŶĚĚŝǀĞƌƐĞĂůŬĂůŽŝĚ͕ĐĂƌŽƚĞŶŽŝĚĂŶĚŇĂǀŽŶŽŝĚŵĞƚĂďŽůŝƚĞƐŽŌĞŶůŝƐƚĞĚ͕ďƵƚƐŽŵĞƟŵĞƐĚĞďĂƚĞĚ
ĂƐƉŚǇƐŝŽůŽŐŝĐĂůůǇƌĞůĞǀĂŶƚĂŶƟŽǆŝĚĂŶƚƐ;ƉĞůĂŶĚ,ŝƌƚ͕ϮϬϬϰ͖,ĞƌŶĄŶĚĞǌĞƚĂů͕͘ϮϬϬϵͿ͘DĂŝŶƚĞŶĂŶĐĞŽĨĂ
ƌĞĚƵĐĞĚŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞƉŽŽů;ŚŝŐŚ'^,ͬ'^^'ƌĂƟŽͿŝƐĐƌƵĐŝĂůĨŽƌĐĞůůƵůĂƌƌĞĚŽǆŚŽŵĞŽƐƚĂƐŝƐ͕ƐŝŶĐĞ'^,ŝƐƵƟůŝǌĞĚ
ƚŽƌĞŐĞŶĞƌĂƚĞŽǆŝĚŝǌĞĚĂƐĐŽƌďĂƚĞŝŶƚŚĞŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞͲĂƐĐŽƌďĂƚĞĐǇĐůĞ;&ŝŐ͘ϭ͖&ŽǇĞƌĂŶĚ,ĂůůŝǁĞůů͕ϭϵϳϲͿ͘
'^,ĂŶĚƐĐ ĂƌĞǁŽƌŬŝŶŐŚĂŶĚ ŝŶŚĂŶĚǁŝƚŚ ŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞƉĞƌŽǆŝĚĂƐĞƐ ;'ƉǆƐ͖DŝůůƐ͕ ϭϵϱϳͿ ĂŶĚ
ĂƐĐŽƌďĂƚĞƉĞƌŽǆŝĚĂƐĞƐ ;WyƐ͖'ƌŽĚĞŶĂŶĚĞĐŬ͕ ϭϵϳϵ͖EĂŬĂŶŽĂŶĚƐĂĚĂ͕ ϭϵϴϭͿ ƌĞƐƉĞĐƚŝǀĞůǇ͕
ǁŚŝĐŚ ƚŽŐĞƚŚĞƌǁŝƚŚ ĐĂƚĂůĂƐĞƐ ;dƐͿ͕ ƐƵƉĞƌŽǆŝĚĞĚŝƐŵƵƚĂƐĞƐ ;^KƐͿĂŶĚƉĞƌŽǆŝƌĞĚŽǆŝŶƐ ;WƌǆƐͿ
ĐŽŶƐƚŝƚƵƚĞ ƚŚĞŵĂũŽƌ ĞŶǌǇŵĂƚŝĐ ĐůĂƐƐĞƐ ŝŶǀŽůǀĞĚ ŝŶ ZK^ ƐĐĂǀĞŶŐŝŶŐ ;DŝƚƚůĞƌ Ğƚ Ăů͕͘ ϮϬϬϰͿ͘
ƵĞ ƚŽ ŝƚƐ ƌĞůĂƚŝǀĞůǇ ŚŝŐŚ Ɖ<Ă ;ϴ͘ϵ͖ sĂŶ >ĂĞƌ Ğƚ Ăů͕͘ ϮϬϭϯͿ͕ ŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ ŝƐ ĨƵůůǇ ƉƌŽƚŽŶĂƚĞĚ
Ăƚ ƉŚǇƐŝŽůŽŐŝĐĂů  Ɖ,͕ ƚŚĞƌĞďǇ ŝƚƐ ƌĞĂĐƚŝǀŝƚǇ ƚŽǁĂƌĚ ĚŝƐƵůĨ ŝĚĞƐ ĂŶĚ ZK^ ŝƐ ƌĂƚŚĞƌ ů ŝŵŝƚĞĚ͘
KǆŝĚĂƟǀĞƉŽƐƚͲƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐŽĨĐǇƐƚĞŝŶĞƌĞƐŝĚƵĞƐ
ŚĞŵŝĐĂůƉƌŽƉĞƌƟĞƐŽĨƚŚĞƐƵůĨƵƌĂƚŽŵ;ŝ͘Ğ͘ǁŝĚĞƌĂŶŐĞŽĨŽǆŝĚĂƟŽŶƐƚĂƚĞƐͿŵĂŬĞĐǇƐƚĞŝŶĞĂŶĚŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞ
ƌĞƐŝĚƵĞƐƚŚĞŵĂũŽƌƐŝƚĞƐŽĨŽǆŝĚĂƟŽŶǁŝƚŚŝŶƉƌŽƚĞŝŶƐ;ĂǀŝĞƐ͕ϮϬϬϱͿ͘/ŶǇƐKǆͲWdDƐ͕ƚŚĞƚŚŝŽůŐƌŽƵƉ;Ͳ^,Ϳ
ƌĞƉƌĞƐĞŶƚƐƚŚĞͲϮŽǆŝĚĂƟŽŶƐƚĂƚĞŽĨƚŚĞƐƵůĨƵƌĂƚŽŵ͕ǁŚŝĐŚŝƐƚŚĞĨƵůůǇƌĞĚƵĐĞĚĨŽƌŵ͘EŽƚĂůůĐǇƐƚĞŝŶĞƐ
ǁŝƚŚŝŶƚŚĞƉƌŽƚĞŝŶĐŽŶƚĞǆƚĂƌĞƉƌŽŶĞƚŽZK^ͲŵĞĚŝĂƚĞĚŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐĂŶĚƚŚĞƌĞĂĐƟǀŝƚǇŽĨĚŝīĞƌĞŶƚƚŚŝŽůͲ
ƉƌŽƚĞŝŶƐƚŽǁĂƌĚZK^ǀĂƌŝĞƐĂĐĐŽƌĚŝŶŐƚŽƚŚĞŝƌƉŚǇƐŝŽůŽŐŝĐĂůĨƵŶĐƟŽŶĂŶĚůŽĐĂůƌĞĚŽǆĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚ͘ĞƚǁĞĞŶ
ŝŶĚŝǀŝĚƵĂůĐǇƐƚĞŝŶĞƐ͕ƚŚĞƌĞĂĐƟǀŝƚǇŝƐƐƚƌŽŶŐůǇĐŽƌƌĞůĂƚĞĚǁŝƚŚƚŚĞŝƌƉ<Ăʹŝ͘Ğ͘ƚŚĞĂďŝůŝƚǇƚŽĨŽƌŵƚŚĞĂŶŝŽŶŝĐ
ĨŽƌŵŽĨƚŚĞƐƵůĨƵƌ͕ ĐĂůůĞĚƚŚŝŽůĂƚĞ;ZͲ^ͲͿ͕ƚŚĂƚŝƐŵƵĐŚŵŽƌĞƌĞĂĐƟǀĞƚŚĂŶƚŚĞƚŚŝŽů;ZͲ^,Ϳ͘/ĨƚŚĞƉ<ĂŽĨ
ƚŚĞƐƵůĨƵƌĂƚŽŵŝƐŚŝŐŚĞƌƚŚĂŶƚŚĞƉ,ŽĨƚŚĞƐŽůƵƟŽŶ͕ƚŚĞƉƌŽƚŽŶĂƚĞĚƚŚŝŽůǁŝůůďĞƚŚĞĚŽŵŝŶĂŶƚƐƉĞĐŝĞƐ͘
,ŽǁĞǀĞƌ͕ ŝĨƚŚĞƉ<ĂŝƐůŽǁĞƌƚŚĂŶƚŚĞƉ,͕ƚŚĞŵĂũŽƌŝƚǇŽĨƚŚĞƚŚŝŽůƐǁŝůůďĞƉƌĞƐĞŶƚĂƐĂƚŚŝŽůĂƚĞ;ĐǇƐƚĞŝŶĞ
ƉƌŽŶĞƚŽŽǆŝĚĂƟŽŶͿ͘dŚĞƉ<ĂŽĨǇƐƌĞƐŝĚƵĞƐŝƐůĂƌŐĞůǇĚĞƚĞƌŵŝŶĞĚďǇƚŚĞůŽĐĂůĞůĞĐƚƌŽƐƚĂƟĐĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚ͕
ŝ͘Ğ͘ƚŚĞƉƌĞƐĞŶĐĞŽĨƉƌŽǆŝŵĂůĐŚĂƌŐĞĚƌĞƐŝĚƵĞƐŽƌĚŝƉŽůĞƐĂŶĚƚŚĞŚǇĚƌŽŐĞŶďŽŶĚŝŶŐďĞƚǁĞĞŶƚŚŝŽůƐͬ
ƚŚŝŽůĂƚĞƐĂŶĚŶĞŝŐŚďŽƌŝŶŐƌĞƐŝĚƵĞƐ;,ĂƌƌŝƐĂŶĚdƵƌŶĞƌ͕ ϮϬϬϮͿ͘,ǇĚƌŽŐĞŶďŽŶĚŝŶŐŚĂƐĂƐƚƌŽŶŐŝŶŇƵĞŶĐĞŽŶ
ƚŚĞƉ<ĂŽĨƌĞĂĐƟǀĞĐǇƐƚĞŝŶĞƐ͘/ŶŐĞŶĞƌĂů͕ƚŚĞŵŽƌĞŚǇĚƌŽŐĞŶďŽŶĚƐĂĐǇƐƚĞŝŶĞͲƐƵůĨƵƌƌĞĐĞŝǀĞƐ͕ƚŚĞůŽǁĞƌ
ƚŚĞƉ<ĂŝƐĂŶĚƚŚĞŵŽƌĞƚŚĞƚŚŝŽůĂƚĞĨŽƌŵŝƐƐƚĂďŝůŝǌĞĚ;ZŽŽƐĞƚĂů͕͘ϮϬϭϯͿ͘EƵĐůĞŽƉŚŝůŝĐŝƚǇŽĨƚŚĞǇƐŝƐĂůƐŽ
ĂŶŝŵƉŽƌƚĂŶƚĨĂĐƚŽƌĨŽƌŝƚƐƌĞĂĐƟǀŝƚǇ͖ŝŶƐŽŵĞĐĂƐĞƐ͕ĂůŽǁĞƌƐƚĂďŝůŝǌĂƟŽŶŽĨƚŚĞƚŚŝŽůĂƚĞŝŶǇƐƌĞƐŝĚƵĞƐ
ŝŶĐƌĞĂƐĞƐŝƚƐŶƵĐůĞŽƉŚŝůŝĐŝƚǇ͕ ǁŚŝůĞĂŚŝŐŚůǇƐƚĂďŝůŝǌĞĚƚŚŝŽůĂƚĞŶĞĞĚƐĂůĂƌŐĞƌĂŵŽƵŶƚŽĨĞŶĞƌŐǇƚŽƌĞĂĐŚ
ƚŚĞƚƌĂŶƐŝƟŽŶƐƚĂƚĞ;&ĞƌƌĞƌͲ^ƵĞƚĂĞƚĂů͕͘ϮϬϭϭͿ͘ŶŽƚŚĞƌŝŵƉŽƌƚĂŶƚĨĂĐƚŽƌƚŚĂƚĐŽŶƚƌŽůƐƚŚĞƌĞĂĐƟǀŝƚǇŽĨǇƐ
ƌĞƐŝĚƵĞƐŝƐƚŚĞŝƌƐƚĞƌŝĐĂĐĐĞƐƐŝďŝůŝƚǇǁŝƚŚŝŶƚŚĞϯƐƚƌƵĐƚƵƌĞŽĨƚŚĞƉƌŽƚĞŝŶ;DĂƌŝŶŽĂŶĚ'ůĂĚǇƐŚĞǀ͕ ϮϬϭϬͿ͘
dŚĞĨŝƌƐƚƐƚĞƉ ŝŶZK^ͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚƐŝŐŶĂůŝŶŐ ŝŶǀŽůǀĞƐƚŚĞƌĞǀĞƌƐŝďůĞŽǆŝĚĂƚŝŽŶŽĨƌĞĂĐƚŝǀĞǇƐƌĞƐŝĚƵĞƐ
ƚŽƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚ;ZͲ^K,͖&ŝŐϭͿ͘hŶůĞƐƐƐƚĂďŝůŝǌĞĚǁŝƚŚŝŶŝƚƐƉƌŽƚĞŝŶĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚ͕ƚŚŝƐŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶŝƐ
ŚŝŐŚůǇƵŶƐƚĂďůĞĂŶĚůĞĂĚƐƚŽĨƵƌƚŚĞƌŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐ;ůĂŝďŽƌŶĞĞƚĂů͕͘ϭϵϵϯͿ͘ŶĞǆĐĞƐƐĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶŽĨ
ŽǆŝĚĂŶƚĐĂŶůĞĂĚƚŽĨƵƌƚŚĞƌŽǆŝĚĂƟŽŶƚŽƐƵůĮŶŝĐĂĐŝĚ;ZͲ^KϮ,Ϳ͕ĂŶĚƐƵďƐĞƋƵĞŶƚůǇƚŽŝƌƌĞǀĞƌƐŝďůĞƐƵůĨŽŶŝĐ
ĂĐŝĚ;ZͲ^K3,͖ZŽŽƐĂŶĚDĞƐƐĞŶƐ͕ϮϬϭϭͿ͘dŚĞƌĞǀĞƌƐŝŽŶŽĨƚŚĞZͲ^KϮ,ŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶŝƐĐĂƚĂůǇǌĞĚďǇĂŶ
dWͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚƐƵůĮƌĞĚŽǆŝŶĞŶǌǇŵĞ;^ƌǆͿƚŚĂƚ ŝƐĐĂƉĂďůĞŽĨƌĞĚƵĐŝŶŐZͲ^KϮ,ƚŽZ^K,ŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ
;ZĞǇĞƚĂů͕͘ϮϬϬϳͿ͘,ŽǁĞǀĞƌ͕ ƚŚƵƐĨĂƌ͕ ZͲ^KϮ,ƌĞĚƵĐƟŽŶŝƐƌĂƚŚĞƌĞǆĐĞƉƟŽŶĂůǁŝƚŚƚŚĞŽŶůǇƚǁŽŬŶŽǁŶ
ƐƵďƐƚƌĂƚĞƐŽĨƚ^ƌǆ͗ ƚŚĞĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚϮͲǇƐWƌǆ ;/ŐůĞƐŝĂƐͲĂĞŶĂĞƚĂů͕͘ϮϬϭϬ͖ZĞǇĞƚĂů͕͘ϮϬϬϳͿĂŶĚ
ŵŝƚŽĐŚŽŶĚƌŝĂůWƌǆ//&;/ŐůĞƐŝĂƐͲĂĞŶĂĞƚĂů͕͘ϮϬϭϭͿ͘ůƚĞƌŶĂƟǀĞůǇ͕ Z^K,ĐĂŶƌĞĂĐƚǁŝƚŚĨƌĞĞƉƌŽƚĞŝŶƚŚŝŽůƐƚŽ
ĨŽƌŵŝŶƚƌĂͲŽƌŝŶƚĞƌŵŽůĞĐƵůĂƌĚŝƐƵůĮĚĞďŽŶĚƐ;Z^Ͳ^Z͛ͿŽƌŝƐŵŽĚŝĮĞĚďǇůŽǁͲŵŽůĞĐƵůĂƌͲǁĞŝŐŚƚƚŚŝŽůƐ;ůŝŬĞ
ϭϳϵ
E
'^,ŝŶƉůĂŶƚƐͿ͕ůĞĂĚŝŶŐƚŽĐǇƐƚĞŝŶĞ^ͲŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƟŽŶ;&ŝŐϭͿ͘^ͲŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƟŽŶĞǀĞŶƚƐǁĞƌĞŝŶŝƟĂůůǇ
ĐŽŶƐŝĚĞƌĞĚƚŽƐĞƌǀĞĂƐĂƉƌŽƚĞĐƟǀĞŵĞĐŚĂŶŝƐŵŽŶĂĐƟǀĞͲƐŝƚĞǇƐƌĞƐŝĚƵĞƐ͕ƉƌĞǀĞŶƟŶŐŽǀĞƌŽǆŝĚĂƟŽŶĂŶĚ
ƐƵďƐĞƋƵĞŶƚƉĞƌŵĂŶĞŶƚƉƌŽƚĞŝŶĚĂŵĂŐĞ͘KŶůǇƌĞĐĞŶƚůǇ͕ ^ͲŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƟŽŶŐĂŝŶĞĚƌĞĐŽŐŶŝƟŽŶĨŽƌŝƚƐƌŽůĞ
ŝŶƌĞĚŽǆƐŝŐŶĂůŝŶŐ;ĂīĂŐŶŝŶŝĞƚĂů͕͘ϮϬϭϮͿ͘dŚĞƌĞĚƵĐƟŽŶŽĨĚŝƐƵůĮĚĞďŽŶĚƐĂŶĚĚĞŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƟŽŶĂƌĞ
ĐŽŶƚƌŽůůĞĚďǇŐůƵƚĂƌĞĚŽǆŝŶƐ;'ƌǆƐͿĂŶĚƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶƐ;dƌǆƐͿ͕ƌĞƐƉĞĐƟǀĞůǇ;&ŝŐ͘ϭͿ͘ŽŵƉĂƌĞĚƚŽƉƌŽŬĂƌǇŽƚĞƐ
ĂŶĚĂŶŝŵĂůƐ͕ƉůĂŶƚƐĂƌĞĞƋƵŝƉƉĞĚǁŝƚŚĂŵƵĐŚŵŽƌĞĐŽŵƉůĞǆdƌǆͬ'ƌǆŶĞƚǁŽƌŬ͘dŚĞƌĂďŝĚŽƉƐŝƐŐĞŶŽŵĞ
ĞŶĐŽĚĞƐϰϰdƌǆͬdƌǆͲůŝŬĞĂŶĚϱϬ'ƌǆͬ'ƌǆͲůŝŬĞƉƌŽƚĞŝŶƐ;DĞǇĞƌĞƚĂů͕͘ϮϬϭϮͿ͘ĞƉĞŶĚŝŶŐŽŶƚŚĞƐƵďĐĞůůƵůĂƌ
ůŽĐĂůŝǌĂƟŽŶ͕dƌǆƐƵƟůŝǌĞŵƵůƟƉůĞƐŽƵƌĐĞƐŽĨƌĞĚƵĐŝŶŐĞƋƵŝǀĂůĞŶƚƐƚŽƉĞƌĨŽƌŵƚŚĞƌĞĚƵĐƟŽŶŽĨ ŝŶƚƌĂͲͬ
ŝŶƚĞƌŵŽůĞĐƵůĂƌĚŝƐƵůĨŝĚĞďŽŶĚƐ͘ /ŶĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚƐ͕ ůŝŐŚƚƌĞĂĐƚŝŽŶƐƌĞĚƵĐĞĨĞƌƌĞĚŽǆŝŶ;&ĚǆͿƚŚĂƚ ŝŶƚƵƌŶ
ƌĞĚƵĐĞƐĨĞƌƌĞĚŽǆŝŶͲƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶƌĞĚƵĐƚĂƐĞ;&dZͿ͕ǁŚŝĐŚƵůƟŵĂƚĞůǇƌĞŐĞŶĞƌĂƚĞƐƚŚĞdƌǆƐƵůĬǇĚƌǇůŐƌŽƵƉƐ
;&ŝŐ͘ϭ͖^ĐŚƺƌŵĂŶŶĂŶĚƵĐŚĂŶĂŶ͕ϮϬϬϴͿ͘ŶŽƚŚĞƌŐĞŶĞƌĂůƐŽƵƌĐĞŽĨƌĞĚƵĐŝŶŐĞƋƵŝǀĂůĞŶƚƐ͕ĐŽŵŵŽŶ
ĨŽƌƚŚĞdƌǆĂŶĚ'ƌǆƐǇƐƚĞŵƐŝƐEW,͕ƚŚĂƚĂŌĞƌŽǆŝĚĂƟŽŶƚŽEWнŝƐƌĞĚƵĐĞĚďǇ&Ěǆ͗EWн reductase 
;&EZͿǁŝƚŚŝŶ ƚŚĞĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚƐƚƌŽŵĂ͕ĂƐǁĞůůĂƐĚƵƌŝŶŐƚŚĞŽǆŝĚĂƚŝǀĞƉĞŶƚŽƐĞƉŚŽƐƉŚĂƚĞƉĂƚŚǁĂǇ͘
tŚŝůĞdƌǆƐĂƌĞĚŝƌĞĐƚůǇƌĞĚƵĐĞĚďǇEW,ͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚƚŚŝŽƌĞŽĚŽǆŝŶƌĞĚƵĐƚĂƐĞƐ;EdZƐͿ͕'ƌǆƐĞŶŐĂŐĞ
ĂƚǁŽͲƐƚĞƉƌĞĂĐƚŝŽŶ ŝŶǀŽůǀŝŶŐ'^,ĂŶĚEW,ͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞƌĞĚƵĐƚĂƐĞƐ;'ZƐ͖&ŝŐ͘ϭ͕Ϳ͘
ƌŽƐƐͲƚĂůŬďĞƚǁĞĞŶZK^ĂŶĚƉŚǇƚŽŚŽƌŵŽŶĞƐŝŐŶĂůŝŶŐŵĞĚŝĂƚĞĚďǇǇƐKǆͲWdDƐ
ďƐĐŝƐŝĐĂĐŝĚƐŝŐŶĂůŝŶŐ
dŚƵƐĨĂƌ͕ ƚŚĞďĞƐƚĚĞƐĐƌŝďĞĚĐƌŽƐƐͲƚĂůŬďĞƚǁĞĞŶZK^ĂŶĚĂďƐĐŝƐŝĐĂĐŝĚ;ͿŽĐĐƵƌƐĚƵƌŝŶŐŐƵĂƌĚĐĞůů
ŵŽǀĞŵĞŶƚ;&ŝŐ͘Ϯ͖<ǁĂŬĞƚĂů͕͘ϮϬϬϯ͖WĞŝĞƚĂů͕͘ϮϬϬϬͿ͘/ŶƌĞƐƉŽŶƐĞƚŽƐƚƌĞƐƐĐŽŶĚŝƟŽŶƐ;Ğ͘Ő͘ƉĂƚŚŽŐĞŶĂƩĂĐŬ͕
ĚƌŽƵŐŚƚͿ͕ƚŚĞƌŝƐŝŶŐĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶŽĨǁŝƚŚŝŶŐƵĂƌĚĐĞůůƐƚƌŝŐŐĞƌƐĂƐŝŐŶĂůŝŶŐĐĂƐĐĂĚĞǁŚŝĐŚƵůƟŵĂƚĞůǇ
ƌĞƐƵůƚƐ ŝŶƐƚŽŵĂƚĂůĐůŽƐƵƌĞĂŶĚƌĞĚƵĐĞĚƚƌĂŶƐƉŝƌĂƚŝŽŶ͘WĞƌĐĞƉƚŝŽŶ;ďŝŶĚŝŶŐͿŽĨďǇWzZd/E
Z^/^dEͬWzZϭ>/<ͬZ'h>dKZzKDWKEEdK&ZWdKZ;WzZͬWz>ͬZZͿƌĞĐĞƉƚŽƌƉƌŽƚĞŝŶƐ
;DĂĞƚĂů͕͘ϮϬϬϵ͖WĂƌŬĞƚĂů͕͘ϮϬϬϵͿƌĞƐƵůƚƐŝŶĐŽŶĨŽƌŵĂƟŽŶĂůĐŚĂŶŐĞƐǁŝƚŚŝŶƚŚĞŝƌƉƌŽƚĞŝŶƐƚƌƵĐƚƵƌĞ͕ůĞĂĚŝŶŐ
ƚŽďŝŶĚŝŶŐĂŶĚŝŶŚŝďŝƟŽŶŽĨWZKd/EW,K^W,d^Ϯ;WWϮͿĨĂŵŝůǇŵĞŵďĞƌƐƚŚĂƚĂĐƚĂƐĐŽŶƐƟƚƵƟǀĞ
ƌĞƉƌĞƐƐŽƌƐŽĨ^ŶZ<ϮͬK^dϭŬŝŶĂƐĞ;ƵƚůĞƌĞƚĂů͕͘ϮϬϭϬͿ͘hƉŽŶĚĞͲƌĞƉƌĞƐƐŝŽŶ͕^ŶZ<ϮͬK^dϭĂĐŚŝĞǀĞƐĨƵůů
ĂĐƟǀĂƟŽŶďǇĂƵƚŽƉŚŽƐƉŚŽƌǇůĂƟŽŶĂŶĚĨƵƌƚŚĞƌĂĐƟǀĂƚĞƐ;ƉŚŽƐƉŚŽƌǇůĂƚĞƐͿ ŝƚƐƚĂƌŐĞƚƉƌŽƚĞŝŶƐƐƵĐŚĂƐ
EW,ŽǆŝĚĂƐĞƐZďŽŚͬ&͕ ůĞĂĚŝŶŐƚŽĂƉŽƉůĂƐƚͲůŽĐĂůŝǌĞĚZK^ƉƌŽĚƵĐƟŽŶ;<ǁĂŬĞƚĂů͕͘ϮϬϬϯ͖^ŝƌŝĐŚĂŶĚƌĂ
ĞƚĂů͕͘ϮϬϬϵͿ͘dŚŝƐŽǆŝĚĂƟǀĞďƵƌƐƚĂĐƟǀĂƚĞƐĂϮнŝŶŇƵǆĐŚĂŶŶĞůƐ;WĞŝĞƚĂů͕͘ϮϬϬϬͿ͘/ŶƉĂƌĂůůĞů͕^ŶZ<ϮͬK^dϭ
ĂĐƟǀĂƚĞƐƚŚĞĂŶŝŽŶĐŚĂŶŶĞů^>KtE/KE,EE>Ͳ^^K/dϭ;^>ϭ͖>ĞĞĞƚĂů͕͘ϮϬϬϵ͖sĂŚŝƐĂůƵĞƚ
Ăů͕͘ϮϬϬϴͿ͕ǁŚŝĐŚŚĂƐĂĐĞŶƚƌĂůƌŽůĞŝŶŐƵĂƌĚĐĞůůƐ͘ŶŽƚŚĞƌŝŽŶĐŚĂŶŶĞůƚĂƌŐĞƚĞĚďǇ^ŶZ<ϮͬK^dϭŝƐƚŚĞ<dϭ
ƉŽƚĂƐƐŝƵŵĐŚĂŶŶĞůƚŚĂƚůŽƐĞƐŝƚƐĂĐƟǀŝƚǇƵƉŽŶƉŚŽƐƉŚŽƌǇůĂƟŽŶ;^ĂƚŽĞƚĂů͕͘ϮϬϬϵͿ͘dŚĞƌŝƐĞŝŶĐǇƚŽƉůĂƐŵŝĐ
ĂϮнĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶĂĐƟǀĂƚĞƐŵƵůƟƉůĞĐĂůĐŝƵŵͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚƉƌŽƚĞŝŶŬŝŶĂƐĞƐW<ϯ͕W<ϲ;DŽƌŝĞƚĂů͕͘ϮϬϬϲͿ͖
W<ϰ͕W<ϭϭ;ŚƵĞƚĂů͕͘ϮϬϬϳͿ͖W<ϱ;ƵďŝĞůůĂĞƚĂů͕͘ϮϬϭϯͿ͖W<ϮϭĂŶĚW<Ϯϯ;'ĞŝŐĞƌĞƚĂů͕͘ϮϬϭϬͿ͘ŵŽŶŐ
ƚŚĞŵ͕W<ϮϭĂĐƟǀĂƚĞƐ^ >ϭ;'ĞŝŐĞƌĞƚĂů͕͘ϮϬϭϬͿĂŶĚ^ >ϭŚŽŵŽůŽŐϯ;^>,ϯ͖ĞŵŝƌĞƚĂů͕͘ϮϬϭϯ͖'ĞŝŐĞƌ
ĞƚĂů͕͘ϮϬϭϬͿ͘dŽŐĞƚŚĞƌ͕ ƚŚĞƐĞƐŝŐŶĂůŝŶŐƐƚĞƉƐůĞĂĚƚŽƚŚĞĐŽŽƌĚŝŶĂƚĞĚĂĐƟŽŶŽĨŵĞŵďƌĂŶĞĐŚĂŶŶĞůƐƚŚĂƚ
ĐŽŶƚƌŽůƚŚĞůĞǀĞůƐŽĨŽƐŵŽƟĐĂůůǇĂĐƟǀĞŝŽŶƐǁŝƚŚŝŶŐƵĂƌĚĐĞůůƐ;^ŽŶŐĞƚĂů͕͘ϮϬϭϰͿ͘dǁŽŵĞŵďĞƌƐŽĨƚŚĞ
WWϮĨĂŵŝůǇ;ŝŶƐĞŶƐŝƟǀĞϭ;/ϭͿĂŶĚ/ϮͿ͕ǁŚŝĐŚĂĐƚĂƐŶĞŐĂƟǀĞƌĞŐƵůĂƚŽƌƐŽĨƐŝŐŶĂůŝŶŐ;DĞƌůŽƚ
ĞƚĂů͕͘ϮϬϬϭͿ͕ǁĞƌĞƐŚŽǁŶƚŽƵŶĚĞƌŐŽ,ϮKϮͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚŝŶŚŝďŝƟŽŶ;&ŝŐ͘ϮͿ͘KǆŝĚŝǌŝŶŐĐŽŶĚŝƟŽŶƐůĞĂĚƚŽƚŚĞ
ŝŶĂĐƟǀĂƟŽŶŽĨƉŚŽƐƉŚĂƚĂƐĞĂĐƟǀŝƟĞƐŝŶǀŝƚƌŽ͕ƉƌĞƐƵŵĂďůǇǀŝĂĨŽƌŵĂƟŽŶŽĨĂŶŝŶƚƌĂŵŽůĞĐƵůĂƌĚŝƐƵůĮĚĞďŽŶĚ
ϭϴϬ
ŚĂƉƚĞƌϵ
;DĞŝŶŚĂƌĚĂŶĚ'ƌŝůů͕ϮϬϬϭ͖DĞŝŶŚĂƌĚĞƚĂů͕͘ϮϬϬϮͿ͘dŚŝƐŽǆŝĚĂƟǀĞŝŶĂĐƟǀĂƟŽŶĂŵƉůŝĮĞƐƐŝŐŶĂůŝŶŐĂŶĚ
ĞīĞĐƚƐŝŶŐƵĂƌĚĐĞůůƐ͘/ŶƉůĂŶƚĂ͕/ϮŽǆŝĚĂƟŽŶŝƐŵĞĚŝĂƚĞĚďǇ'>hdd,/KEWZKy/^ϯ;'WyϯͿ͘'Wyϯ
ĂĐƚƐĂƐĂƐĞŶƐŽƌƉƌŽƚĞŝŶƚŚĂƚ͕ƵƉŽŶƉĞƌĐĞƉƟŽŶŽĨŝŶĐƌĞĂƐĞĚZK^ůĞǀĞůƐ͕ƌĞůĂǇƐƚŚĞŽǆŝĚŝǌŝŶŐĞƋƵŝǀĂůĞŶƚƐƚŽ
/ϮǀŝĂƚŚŝŽůͲĚŝƐƵůĮĚĞĞǆĐŚĂŶŐĞƚŽŝŶŚŝďŝƚŝƚƐƉŚŽƐƉŚĂƚĂƐĞĂĐƟǀŝƚǇ;DŝĂŽĞƚĂů͕͘ϮϬϬϲͿ͘^ŝŵŝůĂƌƐĐĞŶĂƌŝŽƐ
ŚĂǀĞďĞĞŶĚĞƐĐƌŝďĞĚĂƐǁĞůů ŝŶǇĞĂƐƚĂŶĚŵĂŵŵĂůŝĂŶĐĞůůƐĞǆƉŽƐĞĚƚŽŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ;ĞůĂƵŶĂǇĞƚ
Ăů͕͘ϮϬϬϮ͖'ƵƚƐĐŚĞƌĞƚĂů͕͘ϮϬϬϵͿ͘/ŶǇĞĂƐƚ͕ŽǆŝĚĂƟŽŶŽĨƚŚĞ,ϮKϮƐĞŶƐŽƌKǆŝĚĂŶƚZĞĐĞƉƚŽƌWĞƌŽǆŝĚĂƐĞϭ
;KZWϭͬ'ƉǆϯͿƚƌŝŐŐĞƌƐĂƚŚŝŽůĚŝƐƵůĮĚĞƌĞůĂǇŵĞĐŚĂŶŝƐŵƚŚĂƚƵůƟŵĂƚĞůǇ ůĞĂĚƐƚŽŶƵĐůĞĂƌĂĐĐƵŵƵůĂƟŽŶ
ŽĨƚŚĞzĞĂƐƚWͲϭ;zWϭͿƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĨĂĐƚŽƌ;ĞůĂƵŶĂǇĞƚĂů͕͘ϮϬϬϮͿĂŶĚƐƵďƐĞƋƵĞŶƚŝŶĚƵĐƟŽŶŽĨ,ϮKϮ
ƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞŐĞŶĞƐ;>ĞĞĞƚĂů͕͘ϭϵϵϵͿ͘dŽŐĞƚŚĞƌǁŝƚŚƚŚĞŝƌƐƚƌŽŶŐƐĞƋƵĞŶĐĞƐŝŵŝůĂƌŝƟĞƐǁŝƚŚŝŶŬŝŶŐĚŽŵƐ
;DĂƌŐŝƐĞƚĂů͕͘ϮϬϬϴͿ͕ƚŚĞƐĞŶŽƟŽŶƐƉůĞĂĚĨŽƌƚŚŝŽůƉĞƌŽǆŝĚĂƐĞƐƚŽĂĐƚĂƐǁŝĚĞƐƉƌĞĂĚƌĞĚŽǆƐĞŶƐŽƌƐ͘
EĞǆƚƚŽƚŚĞ'WyϯͲŵĞĚŝĂƚĞĚŝŶŚŝďŝƟŽŶŽĨ/ϭͬϮ͕ĂůƐŽƚŚĞĂĐƟǀŝƚǇŽĨW<ϮϭŬŝŶĂƐĞŝƐƌĞĚŽǆĚĞƉĞŶĚĞŶƚ
;&ŝŐ͘ϮͿ͘W<ϮϭƵŶĚĞƌŐŽĞƐ,ϮKϮͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚŝŶŚŝďŝƟŽŶƚŚĂƚŝƐůŝŶŬĞĚƚŽƚŚĞĨŽƌŵĂƟŽŶŽĨĂŶŝŶƚƌĂŵŽůĞĐƵůĂƌ
ĚŝƐƵůĨŝĚĞďŽŶĚ;ǇƐϵϳͲǇƐϭϬϴͿĂŶĚ ŝƐĞĨĨĞĐƚŝǀĞůǇƌĞƐƚŽƌĞĚďǇdƌǆŚϭ;hĞŽŬĂͲEĂŬĂŶŝƐŚŝĞƚĂů͕͘ϮϬϭϯͿ͘
ZĞĐĞŶƚĞǀŝĚĞŶĐĞƐƵŐŐĞƐƚƐ ƚŚĂƚEEy/Eϭ ;ƚEEϭͿŵĞĚŝĂƚĞƐ ƚŚĞZK^ͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚĂϮн ĨůƵǆĞƐ ŝŶ
ƌĂďŝĚŽƉƐŝƐƌŽŽƚƐ;>ĂŽŚĂǀŝƐŝƚĞƚĂů͕͘ϮϬϭϮͿ͘EEy/EϭďŝŶĚƐƚŽ ůŝƉŝĚŵĞŵďƌĂŶĞƐ ŝŶĂĂϮн-dependent 
ŵĂŶŶĞƌĂŶĚƐƟŵƵůĂƚĞƐĂϮн ŝŶŇƵǆ ŝŶĂŚǇĚƌŽǆǇůƌĂĚŝĐĂůͲ ;,Kͻ͖>ĂŽŚĂǀŝƐŝƚĞƚĂů͕͘ϮϬϭϮͿĂŶĚƉĞƌŽǆŝĚĞͲ
ĚĞƉĞŶĚĞŶƚŵĂŶŶĞƌ;ZŝĐŚĂƌĚƐĞƚĂů͕͘ϮϬϭϰͿ͘ƚEEϭĚĞĮĐŝĞŶƚŵƵƚĂŶƚƐĂƌĞŝŵƉĂŝƌĞĚŝŶƚŚĞZK^ͲŵĞĚŝĂƚĞĚ
increase in the cytoplasmic CaϮнĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶ;>ĂŽŚĂǀŝƐŝƚĞƚĂů͕͘ϮϬϭϮͿ͘dŚŝƐƉƌŽĐĞƐƐ ŝƐŽĨƉĂƌƟĐƵůĂƌ
ŝŵƉŽƌƚĂŶĐĞĨŽƌƌŽŽƚŐƌŽǁƚŚ͕ƐŝŶĐĞŝƚůĂƌŐĞůǇƌĞůŝĞƐŽŶĐĞůůĞǆƉĂŶƐŝŽŶƚŚĂƚŝƐĚĞƉĞŶĚĞŶƚŽŶƚŚĞĂĐƟǀĂƟŽŶ
of CaϮн ĐŚĂŶŶĞůƐĚŽǁŶƐƚƌĞĂŵŽĨEW,ŽǆŝĚĂƐĞZďŽŚ ;&ŽƌĞŵĂŶĞƚĂů͕͘ϮϬϬϯͿ͘ĞƐŝĚĞƐ ŝŵƉĂŝƌĞĚ
ƌŽŽƚĚĞǀĞůŽƉŵĞŶƚ͕ĂŶŶϭŵƵƚĂŶƚƐĂƌĞŚǇƉĞƌƐĞŶƐŝƟǀĞƚŽĚƌŽƵŐŚƚ;<ŽŶŽƉŬĂͲWŽƐƚƵƉŽůƐŬĂĞƚĂů͕͘ϮϬϬϵͿ͘
EEy/EϭŝƐ^ͲŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƚĞĚŽŶďŽƚŚŽĨŝƚƐĐǇƐƚĞŝŶĞƌĞƐŝĚƵĞƐ;ǇƐϭϭϭĂŶĚǇƐϮϯϵͿ͕ƌĞƐƵůƟŶŐŝŶĂϱϬй
decrease in CaϮнĂĸŶŝƚǇ;<ŽŶŽƉŬĂͲWŽƐƚƵƉŽůƐŬĂĞƚĂů͕͘ϮϬϬϵͿ͘dŚŝƐŵĞĐŚĂŶŝƐŵƉƌŽďĂďůǇƐĞƌǀĞƐƚŽƌĞƐƚƌŝĐƚ
ƚŚĞƚEEϭŵĞŵďƌĂŶĞĂƐƐŽĐŝĂƟŽŶĂŶĚŝŶŚŝďŝƚZK^ͲŵĞĚŝĂƚĞĚĂϮнŇƵǆĞƐŝŶĂŶĞŐĂƟǀĞĨĞĞĚďĂĐŬůŽŽƉ͘
^ĂůŝĐǇůŝĐĂĐŝĚƐŝŐŶĂůŝŶŐ
^ĂůŝĐǇůŝĐĂĐŝĚ ;^ͿƌĞŐƵůĂƚĞƐďŽƚŚ ůŽĐĂůĂŶĚƐǇƐƚĞŵŝĐĂĐƋƵŝƌĞĚƌĞƐŝƐƚĂŶĐĞ;^ZͿƚŽ ůŝŵŝƚ ƚŚĞƉƌŽŐƌĞƐƐ
ŽĨƉĂƚŚŽŐĞŶ ŝŶĨĞĐƚŝŽŶƐ͘^ŐŽǀĞƌŶƐĂĚƌĂƐƚŝĐ ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶĂůƌĞƐƉŽŶƐĞƚŚĂƚ ŝƐ ůĂƌŐĞůǇŵĞĚŝĂƚĞĚďǇĂ
ĐŽŽƌĚŝŶĂƚĞĚĂĐƚŝŽŶŽĨ ƚŚĞEKEyWZ^^ZK&WZ'E^ϭ ;EWZϭͿ ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶĂůĐŽͲĂĐƚŝǀĂƚŽƌĂŶĚ
ŝŶƚĞƌĂĐƟŶŐd'ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĨĂĐƚŽƌƐ;&ŝŐ͘ϯͿ͘ŽƚŚEWZϭĂŶĚd'ƐĂƌĞƌĞŐƵůĂƚĞĚďǇĐŚĂŶŐĞƐŝŶƚŚĞĐĞůůƵůĂƌ
ƌĞĚŽǆƐƚĂƚƵƐƚŚĂƚŽĐĐƵƌƵƉŽŶƉĂƚŚŽŐĞŶŝŶĨĞĐƟŽŶ;DŽƵĞƚĂů͕͘ϮϬϬϯ͖dĂĚĂĞƚĂů͕͘ϮϬϬϴͿ͘EŽƌŵĂůůǇ͕ EWZϭ
ůŽĐĂůŝǌĞƐƚŽƚŚĞĐǇƚŽƉůĂƐŵŝŶƚŚĞĨŽƌŵŽĨŽůŝŐŽŵĞƌƐĨŽƌŵĞĚƚŚƌŽƵŐŚŝŶƚƌĂŵŽůĞĐƵůĂƌZ^Ͳ^Z͛ďŽŶĚƐŝŶǀŽůǀŝŶŐ
ĐǇƐƚĞŝŶĞƌĞƐŝĚƵĞƐǇƐϴϮĂŶĚǇƐϮϭϲ;DŽƵĞƚĂů͕͘ϮϬϬϯͿ͘^ƚƌŝŐŐĞƌƐƉĞƌƚƵƌďĂƟŽŶŽĨƚŚĞĐĞůůƵůĂƌƌĞĚŽǆ
ƐƚĂƚƵƐƚŚĂƚůĞĂĚƐƚŽĂdƌǆŚϯͬŚϱͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚƌĞĚƵĐƟŽŶŽĨĚŝƐƵůĮĚĞƐĂŶĚƐƵďƐĞƋƵĞŶƚŵŽŶŽŵĞƌŝǌĂƟŽŶŽĨ
EWZϭĂŶĚŶƵĐůĞĂƌŝŵƉŽƌƚ͘dŚŝƐĂĐƟǀĂƟŽŶƉƌŽĐĞƐƐĚŝƌĞĐƚůǇĐŽŵƉĞƚĞƐǁŝƚŚŽůŝŐŽŵĞƌŝǌĂƟŽŶƉƌŽŵŽƚĞĚďǇ
^ͲŶŝƚƌŽƐǇůĂƟŽŶŽĨǇƐϭϱϲ͘dŚĞŝŶƚĞƌƉůĂǇďĞƚǁĞĞŶƚŚĞƐĞƚǁŽŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐƉƌŽǀŝĚĞƐĂƟŐŚƚĐŽŶƚƌŽůĨŽƌ
EWZϭͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚƐŝŐŶĂůŝŶŐ;dĂĚĂĞƚĂů͕͘ϮϬϬϴͿ͘ƌĞĐĞŶƚĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĂƟŽŶŽĨEWZϭĚĞŶŝƚƌŽƐǇůĂƟŽŶďǇĂdƌǆ
ŚϱͬEdZƐǇƐƚĞŵƌĞǀĞĂůĞĚĂĚŽƵďůĞƌŽůĞĨŽƌdƌǆŚϱŝŶƚŚĞĐŽŶƚƌŽůŽĨEWZϭĐǇƚŽƉůĂƐŵŝĐƌĞƚĞŶƟŽŶ;<ŶĞĞƐŚĂǁ
ĞƚĂů͕͘ϮϬϭϰͿ͘hƉŽŶŝŵƉŽƌƚŝŶƚŽƚŚĞŶƵĐůĞƵƐ͕EWZϭŝŶƚĞƌĂĐƚƐǁŝƚŚd'ďĂƐŝĐůĞƵĐŝŶĞͲǌŝƉƉĞƌƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶ
ĨĂĐƚŽƌƐƚŽƉƌŽŵŽƚĞƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶŽĨƉĂƚŚŽŐĞŶĞƐŝƐͲƌĞůĂƚĞĚ;WZͿŐĞŶĞƐ͘ůĂĚĞϮd'ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĨĂĐƚŽƌƐ
ϭϴϭ
E
;d'ϮͬϱͬϲͿĂĐƚĂƐĐŽŶƐƚŝƚƵƚŝǀĞƌĞƉƌĞƐƐŽƌƐŽĨWZƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶ͘ŝŶĚŝŶŐŽĨEWZϭƚŽd'ϮƌĞƐƵůƚƐ ŝŶ
ƚŚĞĐŽͲĂĐƟǀĂƟŽŶŽĨƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂŶĚĚĞƉĞŶĚƐŽŶEWZϭǇƐϱϮϭĂŶĚǇƐϱϮϵ͕ǁŚŝĐŚĂƌĞƌĞƋƵŝƌĞĚĨŽƌ
ĂĐƟǀĂƟŽŶŽĨƚŚĞEWZϭƚƌĂŶƐͲĂĐƟǀĂƟŽŶĚŽŵĂŝŶ;ZŽĐŚŽŶĞƚĂů͕͘ϮϬϬϲͿ͘ /ƚŚĂƐďĞĞŶĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞĚƚŚĂƚ
EWZϭŝƐĂ^ƌĞĐĞƉƚŽƌĂŶĚƚŚĂƚƚŚĞƐĞƚǁŽǇƐƌĞƐŝĚƵĞƐĂƌĞŝŶǀŽůǀĞĚŝŶƚŚĞƐƚĂďŝůŝǌĂƟŽŶŽĨĐŽƉƉĞƌĂƚŽŵƐ
ƚŚĂƚĂƌĞŶĞĐĞƐƐĂƌǇĨŽƌ^ďŝŶĚŝŶŐ;tƵĞƚĂů͕͘ϮϬϭϮͿ͘&ƵƌƚŚĞƌŵŽƌĞ͕d'ϮͬϲŝŶƚĞƌĂĐƚǁŝƚŚŐůƵƚĂƌĞĚŽǆŝŶ
'ZyϰϴϬ;ZKyzϭϵͿ͕ƐƵŐŐĞƐƟŶŐƚŚĂƚ'ZyϰϴϬŵŝŐŚƚĐŽŶƚƌŽůƚŚĞŝƌƌĞĚŽǆƐƚĂƚƵƐ͘dŚŝƐĐŽŵƉůĞǆŵŝŐŚƚĂůƐŽ
ŝŶǀŽůǀĞEWZϭ͕ǁŚŝĐŚŝŵƉůŝĞƐƚŚĞƌŽůĞŽĨ'ZyϰϴϬŝŶƚŚĞƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨƚŚĞŝŶƚĞƌĂĐƟŽŶďĞƚǁĞĞŶd'ĂŶĚ
EWZϭ;EĚĂŵƵŬŽŶŐĞƚĂů͕͘ϮϬϬϳͿ͕ŚŽǁĞǀĞƌ͕ ƚŚĞƉƌĞĐŝƐĞĨƵŶĐƟŽŶŽĨ'ZyϰϴϬƌĞŵĂŝŶƐƚŽďĞĞůƵĐŝĚĂƚĞĚ͘
dŚĞ ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶŽĨEWZϭǁŝƚŚ ĐůĂĚĞϭd' ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶ ĨĂĐƚŽƌƐ ;d'ϭͬϰͿ ƌĞůŝĞƐŽŶ ƚŚĞŝƌ ƌĞĚŽǆ
ƐƚĂƚƵƐ͘tŚĞŶŽǆŝĚŝǌĞĚ͕ d'ϭ ĂŶĚͬŽƌ d'ϰ ĨŽƌŵĂŶ ŝŶƚƌĂŵŽůĞĐƵůĂƌ ĚŝƐƵůĨŝĚĞ ďƌŝĚŐĞ ;ǇƐϮϲϬͲ
ǇƐϮϲϲͿ ƚŚĂƚŚŝŶĚĞƌƐ ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶǁŝƚŚEWZϭ͘ZĞĚƵĐƚŝŽŶŽĨ ƚŚŝƐĚŝƐƵůĨŝĚĞƐƚŝŵƵůĂƚĞƐ ƚŚĞ ĨŽƌŵĂƚŝŽŶ
ŽĨĂĐŽŵƉůĞǆǁŝƚŚEWZϭ͕ĂŶĚƐƵďƐĞƋƵĞŶƚďŝŶĚŝŶŐ ƚŽ ƚŚĞĂƐͲϭĞůĞŵĞŶƚ ĨŽƌĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶŽĨWZŐĞŶĞƐ
;ĞƐƉƌĠƐĞƚĂů͕͘ϮϬϬϯͿ͘ZĞĐĞŶƚĚĂƚĂ ŝŶĚŝĐĂƚĞƚŚĂƚƚŚĞƚǁŽƌĞŵĂŝŶŝŶŐd'ϭǇƐƌĞƐŝĚƵĞƐǇƐϭϳϮĂŶĚ
ǇƐϮϴϳĂƌĞĂůƐŽ ŝŶǀŽůǀĞĚĂŶĚĂĐƚĂƐĂƌĞŐƵůĂƚŽƌǇĚŝƐƵůĨŝĚĞ ;>ŝŶĚĞƌŵĂǇƌĞƚĂů͕͘ϮϬϭϬͿ͘&ƵƌƚŚĞƌŵŽƌĞ͕
Ăůů ĨŽƵƌ ƌĞƐŝĚƵĞƐǁĞƌĞ ĨŽƵŶĚƚŽƵŶĚĞƌŐŽ^ŶŝƚƌŽƐǇůĂƚŝŽŶͬ^ͲŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƚŝŽŶƵƉŽŶƚƌĞĂƚŵĞŶƚǁŝƚŚ
^ͲŶŝƚƌŽƐŽŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ;'^EKͿ͘dŚĞƐĞŵŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶƐƐĞƌǀĞƚŽƉƌŽƚĞĐƚƚŚĞǇƐƌĞƐŝĚƵĞƐĨƌŽŵŽǆŝĚĂƚŝŽŶ
ĂŶĚĐŽŶƐĞƋƵĞŶƚůǇ ůĞĂĚƚŽĂŶ ŝŶĐƌĞĂƐĞ ŝŶƚŚĞEďŝŶĚŝŶŐĂĐƟǀŝƚǇŽĨd'ϭ;>ŝŶĚĞƌŵĂǇƌĞƚĂů͕͘ϮϬϭϬͿ͘
:ĂƐŵŽŶĂƚĞƐŝŐŶĂůŝŶŐ
dŚĞďŝŽůŽŐŝĐĂůůǇĂĐƚŝǀĞ ĨŽƌŵŽĨ ũĂƐŵŽŶĂƚĞ ;:Ϳ͕ ƚŚĞ :Ͳ/ůĞĐŽŶũƵŐĂƚĞ͕ ƚƌŝŐŐĞƌƐ ƚŚĞϮϲ^ƉƌŽƚĞĂƐŽŵĞͲ
ŵĞĚŝĂƚĞĚƉƌŽƚĞŽůǇƐŝƐŽĨ ƚŚĞ:^DKEd/DͲĚŽŵĂŝŶ;:ͿƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶĂůƌĞƉƌĞƐƐŽƌƐďǇŵĞĚŝĂƚŝŶŐ
ƚŚĞŝƌ ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶǁŝƚŚƚŚĞ&ďŽǆƉƌŽƚĞŝŶKZKEd/E /E^E^/d/sϭ ;K/ϭͿ͕ǁŚŝĐŚ ŝƐĂƉĂƌƚŽĨ ƚŚĞ
^ŬƉϭͬƵůůŝŶͬ&ͲďŽǆK/ϭƵďŝƋƵŝƟŶϯůŝŐĂƐĞĐŽŵƉůĞǆ͘WƌŽƚĞŽůǇƐŝƐŽĨ:ƉƌŽƚĞŝŶƐĚĞͲƌĞƉƌĞƐƐĞƐŵƵůƟƉůĞ
ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶĨĂĐƚŽƌƐ ;ŝ͘Ğ͘DzϮͿĂŶĚ ůĞĂĚƐƚŽƉĂŶŽƌĂŵŝĐĐŚĂŶŐĞƐ ŝŶŐĞŶĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ;WĂƵǁĞůƐĂŶĚ
'ŽŽƐƐĞŶƐ͕ϮϬϭϭͿ͘ĞƐŝĚĞƐ:ĚĞƌŝǀĂƟǀĞƐ͕ĂůƐŽ:ƉƌĞĐƵƌƐŽƌƐ͕ƐƵĐŚĂƐϭϮŽǆŽƉŚǇƚŽĚŝĞŶŽŝĐĂĐŝĚ;KWͿ͕ĂƌĞ
ĂďůĞƚŽĞǆĞƌƚƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůƌĞƐƉŽŶƐĞƐ;dĂŬŝĞƚĂů͕͘ϮϬϬϱͿ͘ƌĞĐĞŶƚƐƚƵĚǇŚĂƐĞǆƚĞŶĚĞĚŽƵƌŬŶŽǁůĞĚŐĞ
ĂďŽƵƚKWƐŝŐŶĂůŝŶŐďǇƚŚĞŝĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶŽĨ ŝƚƐĐŚůŽƌŽƉůĂƐƟĐƌĞĐĞƉƚŽƌz>KW,z>/EϮϬͲϯ;zWϮϬͲϯ͖
WĂƌŬĞƚĂů͕͘ϮϬϭϯͿ͘ǇĐůŽƉŚŝůŝŶƐĂƌĞĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĞĚďǇĂŚŝŐŚůǇĐŽŶƐĞƌǀĞĚƉĞƉƚŝĚǇůͲƉƌŽůǇů ŝƐŽŵĞƌĂƐĞ
;WW/ĂƐĞͿĚŽŵĂŝŶƚŚĂƚ͕ ŝĨĨƵŶĐƟŽŶĂů͕ĂƐƐŝƐƚƐƉƌŽƉĞƌĨŽůĚŝŶŐŽĨƚŚĞŝƌƚĂƌŐĞƚƉƌŽƚĞŝŶƐ;dƌŝǀĞĚŝĞƚĂů͕͘ϮϬϭϮͿ͘
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^Z/E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DW<<<ͬDW<<ͬDW<ĨĂŵŝůŝĞƐƐƵŐŐĞƐƚƐƚŚĂƚƚŚĞƐĞƉƌŽƚĞŝŶƐŵŝŐŚƚĨƵŶĐƟŽŶĂƐĐŽŶǀĞƌŐĞŶĐĞƉŽŝŶƚƐ
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sĞĂů͕ϮϬϭϬ͖dĞŵƉůĞƚŽŶĞƚĂů͕͘ϮϬϭϬͿ͘^ŽĨĂƌ͕ ŶŽƌĞƉŽƌƚƐƚŚĂƚĚĞƐĐƌŝďĞĚŝƌĞĐƚKǆͲWdDƐŽŶƉůĂŶƚDW<ƐĂƌĞ
ĂǀĂŝůĂďůĞ͘,ŽǁĞǀĞƌ͕ ƚŚĞƌĞĂƌĞƐĞǀĞƌĂůŝŶĚŝĐĂƟŽŶƐƚŚĂƚƉůĂŶƚDW<ƐĂƌĞĂĐƟǀĂƚĞĚŝŶƌĞƐƉŽŶƐĞƚŽŽǆŝĚĂƟǀĞ
ƐƚƌĞƐƐ͘dŚĞͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚƐƚŽŵĂƚĂůĐůŽƐƵƌĞŝƐƉŽƐŝƟǀĞůǇƌĞŐƵůĂƚĞĚďǇDW<ϵĂŶĚDW<ϭϮ͕ƚŚĂƚďŽƚŚ
ĨƵŶĐƟŽŶĚŽǁŶƐƚƌĞĂŵŽĨZK^ŝŶƚŚĞƐŝŐŶĂůŝŶŐĐĂƐĐĂĚĞ;&ŝŐ͘ϮͿ͘dŚĞŬŝŶĂƐĞĂĐƟǀŝƚǇŽĨDW<ϭϮŝƐƐƟŵƵůĂƚĞĚďǇ
ďŽƚŚĂŶĚ,ϮKϮ;:ĂŵŵĞƐĞƚĂů͕͘ϮϬϬϵͿ͕ĂůƚŚŽƵŐŚƚŚĞĞǆĂĐƚŵĞĐŚĂŶŝƐŵŽĨƚŚŝƐƌĞŐƵůĂƟŽŶŶĞĞĚƐĨƵƌƚŚĞƌ
ŝŶǀĞƐƟŐĂƟŽŶ͘^ŝŵŝůĂƌůǇ͕,ϮKϮǁĂƐĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞĚƚŽ ŝŶĚƵĐĞDW<<<ϭ;EWͲϭͿ͕ǁŚŝĐŚ ŝŶƚƵƌŶĂĐƟǀĂƚĞƐ
DW<ϯĂŶĚDW<ϲ;<ŽǀƚƵŶĞƚĂů͕͘ϮϬϬϬͿ͕ŚŽǁĞǀĞƌƚŚĞƌĞĚŽǆƐĞŶƐŝŶŐĐĂƉĂďŝůŝƟĞƐŽĨDW<<<ϭĂƌĞǇĞƚƚŽ
ďĞĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞĚ͘dŚĞƌĞĚŽǆƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨDW<ƐŝŐŶĂůŝŶŐĐĂƐĐĂĚĞƐŝƐůŝŬĞůǇƚŽďĞĞǀŽůƵƟŽŶĂƌǇĐŽŶƐĞƌǀĞĚ͕
ƐŝŶĐĞƚŽŵĂƚŽ;^ŽůĂŶƵŵůǇĐŽƉĞƌƐŝĐƵŵͿDW<Ϯ͕ǁŚŝĐŚŝƐĂŶŽƌƚŚŽůŽŐŽĨƌĂďŝĚŽƉƐŝƐDW<ϲ͕ĂůƐŽƵŶĚĞƌŐŽĞƐ
ŽǆŝĚĂƟǀĞĂĐƟǀĂƟŽŶ;ŚŽƵĞƚĂů͕͘ϮϬϭϰͿ͘ŝƌĞĐƚKǆͲWdDƐŽĨƉůĂŶƚDW<ƐŶĞĞĚĨƵƌƚŚĞƌŝŶǀĞƐƟŐĂƟŽŶ͖ŚŽǁĞǀĞƌ͕ 
ŐƌŽǁŝŶŐĞǀŝĚĞŶĐĞƐƵŐŐĞƐƚƐƚŚĂƚƐƵĐŚŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐĐĂŶƚĂŬĞƉůĂĐĞ͕ƐŝŶĐĞƚŚƌĞĞŵĞŵďĞƌƐŽĨƚŚĞDW<ĨĂŵŝůǇ͕ 
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ŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐͲƌĞůĂƚĞĚŶĞŐĂƟǀĞƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨDW<ƌĞƉƌĞƐƐŽƌƐ͘dŚĞĂĐƟǀŝƚǇŽĨDW<ƐƉŽƐŝƟǀĞůǇĚĞƉĞŶĚƐ
ŽŶƚŚĞƉŚŽƐƉŚŽƌǇůĂƟŽŶƐƚĂƚƵƐŽĨƚŚƌĞŽŶŝŶĞĂŶĚƚǇƌŽƐŝŶĞƌĞƐŝĚƵĞƐǁŝƚŚŝŶƚŚĞĐŽŶƐĞƌǀĞĚdyzŵŽƟĨŝŶƚŚĞ
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;WdWƐͿŚĂǀĞďĞĞŶŝŵƉůĞŵĞŶƚĞĚŝŶƚŚĞĐŽŶƚƌŽůŽĨǀĂƌŝŽƵƐƉƌŽĐĞƐƐĞƐƚŚĂƚŝŶǀŽůǀĞDW<ƐŝŐŶĂůŝŶŐĐŽŵƉŽŶĞŶƚƐ
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ƐŝŵŝůĂƌŝƚǇ͕ ƌĞƋƵŝƌĞƐĂŚŝŐŚůǇĐŽŶƐĞƌǀĞĚǇƐƌĞƐŝĚƵĞ͕ǇƐϮϲϱŝŶƚWdWϭ;yƵĞƚĂů͕͘ϭϵϵϴͿĂŶĚǇƐϭϯϱŝŶƚƐWdWϭ
;'ƵƉƚĂĞƚĂů͕͘ϭϵϵϴͿ͘dŚĞĂĐƟǀŝƚǇŽĨƚWdWϭŝƐŶĞŐĂƟǀĞůǇŝŶŇƵĞŶĐĞĚďǇ,ϮKϮƚƌĞĂƚŵĞŶƚďŽƚŚŝŶǀŝƚƌŽĂŶĚ
ŝŶǀŝǀŽ͘&ƵƌƚŚĞƌŵŽƌĞ͕ƚŚŝƐŝŶĂĐƟǀĂƟŽŶŝƐƉŽƐŝƟǀĞůǇĐŽƌƌĞůĂƚĞĚǁŝƚŚDW<ϲĂĐƟǀĂƟŽŶďǇ,ϮKϮ͕ŝŶĚŝĐĂƟŶŐ
ϭϴϯ
E
ƚŚĂƚƚWdWϭĂĐƚƐĂƐĂƌĞĚŽǆƐĞŶƐŽƌůŝŶŬŝŶŐŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐǁŝƚŚDW<ƐĂĐƟǀŝƚǇ;'ƵƉƚĂĂŶĚ>ƵĂŶ͕ϮϬϬϯͿ͘
dŚĞƐŽǇďĞĂŶ ;'ůǇĐŝŶĞŵĂǆͿ'ŵWdWŚĂƐĂ ůŽǁƐĞŶƐŝƚŝǀŝƚǇ ƚŽ ŝŶŚŝďŝƚŝŽŶ ƚŚƌŽƵŐŚ,ϮKϮ and displays 
ŚǇƉĞƌƐĞŶƐŝƟǀŝƚǇƚŽǁĂƌĚ'^^'ͲŝŶĚƵĐĞĚ^ͲŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƟŽŶ͘'ŵWdWĂĐƟǀŝƚǇ ŝƐŐŽǀĞƌŶĞĚďǇƚǁŽƌĞĚŽǆ
ĂĐƚŝǀĞĐǇƐƚĞŝŶĞƌĞƐŝĚƵĞƐ;ǇƐϳϴĂŶĚǇƐϭϳϲͿƚŚĂƚĐŽŶƚƌŽů ƚŚĞĐĂƚĂůǇƚŝĐǇƐϮϲϲ͕ǁŚŝĐŚ ŝƚƐĞůĨ ŝƐŶŽƚĂ
ƉƌŝŵĂƌǇƚĂƌŐĞƚĨŽƌŽǆŝĚĂƟŽŶ͘^ͲŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƟŽŶŽĨǇƐϭϳϲůĞĂĚƐƚŽĂƌĂƉŝĚŝŶĂĐƟǀĂƟŽŶŽĨƚŚĞĞŶǌǇŵĞ͕
ĨŽůůŽǁĞĚďǇ^ͲŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƚŝŽŶŽĨǇƐϳϴ͕ĂŶĚ ĨƵƌƚŚĞƌ ůĞĂĚŝŶŐ ƚŽ ƚŚĞ ĨŽƌŵĂƚŝŽŶŽĨǇƐϳϴͲǇƐϮϲϲ
ŝŶƚƌĂͬŝŶƚĞƌŵŽůĞĐƵůĂƌĚŝƐƵůĮĚĞƐ͕ƉƌŽďĂďůǇƉƌŽƚĞĐƟŶŐƚŚĞǇƐϮϲϲĨƌŽŵŽǆŝĚĂƟŽŶ;ŝǆŽŶĞƚĂů͕͘ϮϬϬϱͿ͘
dŚĞŐĞŶĞƌĂůƉĂƌĂĚŝŐŵŽĨŽǆŝĚĂƟǀĞŝŶĂĐƟǀĂƟŽŶŽĨWdWƐŚĂƐƌĞĐĞŶƚůǇďĞĞŶĐŚĂůůĞŶŐĞĚďǇƚŚĞĚŝƐĐŽǀĞƌǇ
ŽĨ Ă ƌĞĚƵĐƚĂŶƚ ŝŶŚŝďŝƚĞĚWdW ĨƌŽŵŵĂŝǌĞ ;ĞĂŵĂǇƐ͖ ŵZ/WϭͿ͘ ŵZ/WϭƉŚŽƐƉŚĂƚĂƐĞĂĐƚŝǀŝƚǇ ŝƐ
ŝŶƐĞŶƐŝƚŝǀĞ ƚŽ,ϮKϮĂŶĚ ŝƌƌĞǀĞƌƐŝďůǇĚĞĐƌĞĂƐĞƐƵƉŽŶƌĞĚƵĐƚŝŽŶǁŝƚŚŽĨǇƐϭϴϭǁŝƚŚĚŝƚŚŝŽƚŚƌĞŝƚŽů
;ddͿ ;>ŝĞƚĂů͕͘ϮϬϭϮͿ͘ /ƚŚĂƐďĞĞŶƐƵŐŐĞƐƚĞĚ ƚŚĂƚǇƐϭϴϭŵŝŐŚƚďĞ ŝŶǀŽůǀĞĚ ŝŶZ^Ͳ^Z ĨŽƌŵĂƚŝŽŶ͕
ŚŽǁĞǀĞƌƚŚĞĞǆĂĐƚŵĞĐŚĂŶŝƐŵŽĨƚŚŝƐƌĞĚŽǆƌĞŐƵůĂƚŝŽŶŶĞĞĚƐƚŽďĞĞůƵĐŝĚĂƚĞĚ͘ /ŶƚĞƌĞƐƚŝŶŐůǇ͕ƵƉŽŶ
,ϮKϮƚƌĞĂƚŵĞŶƚ͕ŵZ/WϭƵŶĚĞƌŐŽĞƐĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚͲƚŽͲŶƵĐůĞƵƐ ƚƌĂŶƐůŽĐĂƚŝŽŶ͕ǁŚŝĐŚ ŝƐ ŝŶĚŝĐĂƚŝǀĞ ĨŽƌ
Ă ƌŽůĞ ŝŶ ƐŝŐŶĂů ƚƌĂŶƐĚƵĐƚŝŽŶ͕ŚŽǁĞǀĞƌ ƚŚĞ ƚĂƌŐĞƚƉƌŽƚĞŝŶƐŽĨŵZ/WϭĂƌĞ ĐƵƌƌĞŶƚůǇŶŽƚŬŶŽǁŶ͘
ǇƐKǆͲWdDƐĐŽŶƚƌŽůƉƌŽƚĞŝŶƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂŶĚƐƚĂďŝůŝƚǇ
EĞǆƚƚŽƚŚĞƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶ͕ƚŚĞĐŽŶƚƌŽůŽĨŵZEƚƌĂŶƐůĂƟŽŶďǇƚƌĂŶƐͲĂĐƟŶŐĨĂĐƚŽƌƐŝƐĐƌƵĐŝĂů
ĨŽƌĮŶĞͲƚƵŶĞĚƉƌŽƚĞŝŶĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ͘dŚƵƐĨĂƌ͕ ƚŚĞďĞƐƚͲƐƚƵĚŝĞĚĐĂƐĞŽĨƌĞĚŽǆͲƌĞŐƵůĂƚĞĚĐŽŶƚƌŽůŽĨŵZE
ƚƌĂŶƐůĂƚŝŽŶŽĐĐƵƌƐĚƵƌŝŶŐĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŽĨŚůĂŵǇĚŽŵŽŶĂƐƌĞŝŶŚĂƌĚƚŝŝƉŚŽƚŽƐǇƐƚĞŵ// ƌĞĂĐƚŝŽŶĐĞŶƚĞƌ
ƉƌŽƚĞŝŶϭƚŚĂƚ ŝƐĞŶĐŽĚĞĚďǇƚŚĞĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚƉƐďŐĞŶĞ;ůĞƌŐĂŶĚĞƚĂů͕͘ϮϬϬϲ͖<ŝŵĂŶĚDĂǇĮĞůĚ͕
ϭϵϵϳ͖zŽŚŶĞƚĂů͕͘ϭϵϵϴͿ͘dŚŝƐƚǁŽͲĐŽŵƉŽŶĞŶƚƐǇƐƚĞŵŝŶǀŽůǀĞƐƚŚĞƉŽůǇĂĚĞŶǇůĂƚŝŽŶͲďŝŶĚŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶ
ZϰϳĂŶĚƚŚĞƉƌŽƚĞŝŶĚŝƐƵůĮĚĞŝƐŽŵĞƌĂƐĞZϲϬ͘ŝŶĚŝŶŐŽĨZϰϳƚŽƚŚĞϱ͛hdZŽĨƚŚĞƉƐďŵZEŝƐ
ƌĞƋƵŝƌĞĚĨŽƌƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂŶĚĚĞƉĞŶĚƐŽŶZϲϬƚŚĂƚƌĞŐƵůĂƚĞƐƚŚŝƐƉƌŽĐĞƐƐŝŶĂůŝŐŚƚͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚŵĂŶŶĞƌ͘ 
ƵƌŝŶŐƚŚĞƉŚŽƚŽƐǇŶƚŚĞƟĐůŝŐŚƚƌĞĂĐƟŽŶƐ͕ĂƌĞĚƵĐŝŶŐĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚ ŝƐŐĞŶĞƌĂƚĞĚďǇW^/͘dŚĞƌĞĚƵĐŝŶŐ
ĞƋƵŝǀĂůĞŶƚƐĂƌĞƌĞůĂǇĞĚƚŚƌŽƵŐŚƚŚĞ&Ěǆͬ&dZͬdƌǆƐǇƐƚĞŵƚŽƚŚĞĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚZϲϬ͘ZϲϬĐŽŶƚĂŝŶƐƚǁŽ
dƌǆͲůŝŬĞ',ͲƐŝƚĞƐ ƚŚĂƚƐĞƌǀĞ ƚŽ ŝŶƚĞƌĂĐƚǁŝƚŚǇƐϭϰϯŽƌǇƐϮϱϵŽĨZϰϳ͘dŚŝƐ ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶƌĞƐƵůƚƐ
ŝŶ ƚŚĞƌĞĚƵĐƚŝŽŶŽĨ ƚŚĞZϰϳƌĞŐƵůĂƚŽƌǇĚŝƐƵůĨŝĚĞƐ ;ǇƐϮϱϵͲǇƐϭϰϯŽƌǇƐϮϱϵͲǇƐϱϱͿĂŶĚĂĐƚŝǀĂƚĞƐ
ƚŚĞďŝŶĚŝŶŐŽĨZϰϳƚŽƚŚĞƉƐďŵZE;ůĞƌŐĂŶĚĞƚĂů͕͘ϮϬϬϲͿ͘hƉŽŶƚƌĂŶƐůĂƟŽŶ͕ƚŚĞϭƉƌŽƚĞŝŶ ŝƐ
ŝŶĐŽƌƉŽƌĂƚĞĚŝŶƚŽW^//ĐŽŵƉůĞǆĞƐ͘/ŵƉŽƌƚĂŶƚůǇ͕ ƵŶĚĞƌŽǆŝĚŝǌŝŶŐĐŽŶĚŝƟŽŶƐ͕ZϲϬĨĂĐŝůŝƚĂƚĞƐƚŚĞĐŽŶǀĞƌƐŝŽŶ
ŽĨƌĞĚƵĐĞĚZϰϳƚŽ ŝƚƐ ŝŶĂĐƟǀĞŽǆŝĚŝǌĞĚĨŽƌŵ;<ŝŵĂŶĚDĂǇĮĞůĚ͕ϭϵϵϳͿ͘ŶĂŶĂůŽŐŽƵƐƐǇƐƚĞŵĐŽƵůĚ
ĐŽŶƚƌŽůƚŚĞƉƐďŵZEƚƌĂŶƐůĂƟŽŶ ŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ͕ƐŝŶĐĞƚǁŽǇĞƚƵŶŝĚĞŶƟĮĞĚZEͲďŝŶĚŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶƐ
ŚĂǀĞďĞĞŶ ĨŽƵŶĚƚŽ ŝŶƚĞƌĂĐƚǁŝƚŚƉƐďŵZE ŝŶĂ ƌĞĚŽǆͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚŵĂŶŶĞƌ ;^ŚĞŶĞƚĂů͕͘ϮϬϬϭͿ͘
/Ŷ ĂĚĚŝƚŝŽŶ͕ŵZE ƐƚĂďŝůŝƚǇŵŝŐŚƚ ďĞ ƐƵďũĞĐƚĞĚ ƚŽ ƌĞĚŽǆ ĐŽŶƚƌŽů͘ ^>dKsZ>z ^E^/d/s ϭ
;^K^ϭͿ ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚƐĂƌĞƐƚĂďŝůŝǌĞĚĂĨƚĞƌ,ϮKϮƚƌĞĂƚŵĞŶƚ͘^K^ϭĐŽĚĞƐ ĨŽƌĂƉůĂƐŵĂŵĞŵďƌĂŶĞEĂнͬ
,нĂŶƚŝƉŽƌƚĞƌĐƌƵĐŝĂů ĨŽƌ ƚŚĞŵĂŝŶƚĞŶĂŶĐĞŽĨ ŝŽŶŚŽŵĞŽƐƚĂƐŝƐ ŝŶ ƐĂůŝŶĞƐƚƌĞƐƐĐŽŶĚŝƚŝŽŶƐ͘hŶĚĞƌ
ŶŽƌŵĂů ĐŽŶĚŝƚŝŽŶƐ͕ ^K^ϭŵZE ŝƐ ŚŝŐŚůǇ ƵŶƐƚĂďůĞ͕ ďƵƚ ǀŝĂ ǇĞƚ ƵŶŬŶŽǁŶŵĞĐŚĂŶŝƐŵƐ ƐƚƌĞƐƐͲ
ŝŶĚƵĐĞĚƉƌŽĚƵĐƚŝŽŶŽĨ,ϮKϮ positively influences its stability and promotes salt stress tolerance 
;ŚƵŶŐ Ğƚ Ăů͕͘ ϮϬϬϴͿ͘ ůƚŚŽƵŐŚ ƚŚĞŵŽůĞĐƵůĂƌŵĞĐŚĂŶŝƐŵďĞŚŝŶĚ ƚŚŝƐ ƉƌŽĐĞƐƐ ŝƐ ƵŶŬŶŽǁŶ͕
Ă ƉůĂƵƐŝďůĞ ƐĐĞŶĂƌŝŽ ĐŽƵůĚ ŝŶǀŽůǀĞ ƌĞĚŽǆͲƌĞŐƵůĂƚĞĚZEͲďŝŶĚŝŶŐ ƉƌŽƚĞŝŶ;ƐͿ ;>ŽƌŬŽǀŝđ͕ ϮϬϬϵͿ͘
ϭϴϰ
ŚĂƉƚĞƌϵ
A recent study demonstrates that the proteolytic control of protein maturity can also be 
ƐƵďũĞĐƚĞĚƚŽƌĞĚŽǆƌĞŐƵůĂƚŝŽŶ͘dŚĞĂĐƚŝǀŝƚǇŽĨŵĂũŽƌƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ ƚŚǇůĂŬŽŝĚĂůƉƌŽĐĞƐƐŝŶŐƉĞƉƚŝĚĂƐĞ
W>^d//dzW /^/'E>WWd/^ϭ ;W>^WϭͿ͕ǁŚŝĐŚ ĨƵŶĐƚŝŽŶƐ ŝŶ ƚŚĞ ƌĞŵŽǀĂůŽĨ ƚŚĞ ƚŚǇůĂŬŽŝĚͲ
ƚƌĂŶƐĨĞƌ ƐŝŐŶĂůƵƉŽŶ ŝŵƉŽƌƚŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐ ĨƌŽŵ ƚŚĞ ĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚ ƐƚƌŽŵĂ ŝŶƚŽ ƚŚĞ ƚŚǇůĂŬŽŝĚ ůƵŵĞŶ͕
ĚĞƉĞŶĚƐ ŽŶ ƚŚĞ ƌĞŐƵůĂƚŽƌǇ ĚŝƐƵůĨŝĚĞ ďŽŶĚ ďĞƚǁĞĞŶ ǇƐϭϲϲ ĂŶĚ ǇƐϮϴϲ͘ &ŽƌŵĂƚŝŽŶ ŽĨ ƚŚĞ
regulatory disulfide leads to the activation of proteolytic activity in vitro probably via facilitating 
ƚŚĞ ĞŶƚƌǇ ŽĨ ƐƵďƐƚƌĂƚĞ ƉƌŽƚĞŝŶƐ ŝŶƚŽ ƚŚĞƉƌŽƚĞĂƐĞďŝŶĚŝŶŐ ƉŽĐŬĞƚ ;DŝĚŽƌŝŬĂǁĂĞƚ Ăů͕͘ ϮϬϭϰͿ͘
Proteolytic regulation of protein stability gains recognition in the field of plant cell death 
ƌĞƐĞĂƌĐŚ ;Žůů  Ğƚ Ăů͘ ͕  ϮϬϭϬ͖tƌǌĂĐǌĞŬ Ğƚ Ăů͘ ͕  ϮϬϭϰͿ͕ ŚŽǁĞǀĞƌ ŝƚ  ŝƐ ŶŽƚ ǇĞƚ ĐůĞĂƌ ǁŚĞƚŚĞƌ
ĂŶǇ ŽĨ ƚŚĞ ƐŝŐŶĂůŝŶŐ ĐŽŵƉŽŶĞŶƚƐ ŝŶǀŽůǀĞĚ ŝŶ ƚŚĞƐĞ ƉƌŽĐĞƐƐĞƐ ŝƐ ĚŝƌĞĐƚůǇ ƚĂƌŐĞƚĞĚ ďǇ ZK^͘
WĞƌƐƉĞĐƟǀĞƐ
dŚĞƉŽƌƚĨŽůŝŽŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐƚŚĂƚƉŽƚĞŶƚŝĂůůǇƵŶĚĞƌŐŽKǆͲWdDƐ ŝƐĐŽŶƚŝŶƵŽƵƐůǇŐƌŽǁŝŶŐ͘DĂŶǇƐƚƵĚŝĞƐ
ŚĂǀĞďĞĞŶƉĞƌĨŽƌŵĞĚƚŽƵŶĚĞƌƐƚĂŶĚƌĞǀĞƌƐŝďůĞǇƐKǆͲWdDƐĂŶĚƚŚĞƌĞƉĞƌƚŽŝƌĞŽĨƚĞĐŚŶŝƋƵĞƐƚŚĂƚ
ĞŶĂďůĞ ŝĚĞŶƚŝĨŝĐĂƚŝŽŶŽĨƚŚĞƐĞWdDƐ ŝƐĐŽŶƚŝŶƵŽƵƐůǇĞǆƉĂŶĚŝŶŐ;DŽŶƚƌŝĐŚĂƌĚĞƚĂů͕͘ϮϬϬϵͿ͘tĞŚĂǀĞ
ƌĞĐĞŶƚůǇ ŝĚĞŶƚŝĨŝĞĚĂƐĞƚŽĨƐƵůĨĞŶǇůĂƚĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐ͕ǁŚŝĐŚĂƌĞƉŽƚĞŶƚŝĂůZK^ƐĞŶƐŽƌƐ͕ ŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ
ƚŚĂůŝĂŶĂ ;tĂƐǌĐǌĂŬĞƚĂů͕͘ϮϬϭϰ͖ŬƚĞƌĞƚĂů͕͘ ƐƵďŵŝƚƚĞĚͿ͘ĞƐŝĚĞƐ ƚŚĞǇƐKǆͲWdDƐ͕ ĨŽƌŵĂƚŝŽŶŽĨ
ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞƐƵůĨŽǆŝĚĞĂŶĚƚǇƌŽƐŝŶĞŶŝƚƌĂƟŽŶĂƌĞĞŵĞƌŐŝŶŐƌĞĚŽǆWdDƐĂīĞĐƟŶŐƉƌŽƚĞŝŶƐƚƌƵĐƚƵƌĞĂŶĚ
ĨƵŶĐƟŽŶ;:ĂĐƋƵĞƐĞƚĂů͕͘ϮϬϭϯͿ͘ /ŶƚŚŝƐƌĞůĂƟǀĞůǇŶĞǁĮĞůĚ͕ǁĞĞǆƉĞĐƚƚŚĂƚ ŝŶƚŚĞŶĞĂƌĨƵƚƵƌĞ͕ŵĂŶǇ
ŵŽƌĞƉƌŽƚĞŝŶƐƵŶĚĞƌŐŽŝŶŐKǆͲWdDƐĂƚĐǇƐƚĞŝŶĞ͕ŵĞƚŚŝŽŶŝŶĞĂŶĚƚǇƌŽƐŝŶĞƌĞƐŝĚƵĞƐǁŝůůďĞ ŝĚĞŶƟĮĞĚ͘
EŽǁǁĞĨĂĐĞƚŚĞĐŚĂůůĞŶŐĞƚŽǀĂůŝĚĂƚĞĂŶĚĨƵŶĐƟŽŶĂůůǇĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĞƚŚŽƐĞƉƌŽƚĞŝŶƐĨŽƌƚŚĞŝƌďŝŽĐŚĞŵŝĐĂů͕
ĨƵŶĐƟŽŶĂůĂŶĚƐƚƌƵĐƚƵƌĂůĂƐƉĞĐƚƐŝŶŽƌĚĞƌƚŽŐĞƚĞǆƚƌĂŝŶƐŝŐŚƚƐŝŶƚŽƚŚĞZK^ƐŝŐŶĂůƚƌĂŶƐĚƵĐƟŽŶŵĞĐŚĂŶŝƐŵ
ĂƚƚŚĞŵŽůĞĐƵůĂƌůĞǀĞů͘dŚĞǀĂůŝĚĂƟŽŶŽĨƉƌŽƚĞŽŵŝĐƌĞƐƵůƚƐƌĞƋƵŝƌĞƐĂĚĞĚŝĐĂƚĞĚĞīŽƌƚƚŚĂƚŝŶŵŽƐƚĐĂƐĞƐ
ĨŽĐƵƐĞƐŽŶŽŶĞƐŝŶŐůĞƉƌŽƚĞŝŶĂƚĂƟŵĞ͘ĐůŽƐĞƌůŽŽŬĂƚƚŚĞƌĞƐƵůƚƐŽĨĐƵƌƌĞŶƚŝŶǀĞƐƟŐĂƟŽŶƐƌĞǀĞĂůƐĂŶ
ĂƉƉĂƌĞŶƚŚƵŐĞŐĂƉďĞƚǁĞĞŶƚŚĞŶƵŵďĞƌŽĨ ŝĚĞŶƟĮĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐĂŶĚƚŚĞŶƵŵďĞƌŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐĨŽƌǁŚŝĐŚ
ƚŚĞŽĐĐƵƌƌĞŶĐĞŽĨKǆͲWdDƐŚĂƐďĞĞŶǀĂůŝĚĂƚĞĚ͘dŚŝƐŝƐĐĂƵƐĞĚďǇƚŚĞĚŝĸĐƵůƚǇƚŽƌĞĐŽŵďŝŶĂŶƚůǇĞǆƉƌĞƐƐ
ƉůĂŶƚƉƌŽƚĞŝŶƐ͕ƚŚĞůĂĐŬŽĨƐƵŝƚĂďůĞĂĐƟǀŝƚǇĂƐƐĂǇƐ͕ƚŚĞĂďƐĞŶĐĞŽĨŵƵƚĂŶƚƉŚĞŶŽƚǇƉĞƐŚĂŵƉĞƌŝŶŐƚŚĞ
ĐŽŵƉůĞŵĞŶƚĂƟŽŶƐƚƵĚŝĞƐ͕ĂŶĚĮŶĂůůǇ͕ ƚŚĞƐĐĂƌĐĞŝŶĨŽƌŵĂƟŽŶĂďŽƵƚƚŚĞƌŽůĞĂŶĚĨƵŶĐƟŽŶŽĨƚŚĞŝĚĞŶƟĮĞĚ
ƉƌŽƚĞŝŶƐ͘tĞĂŶƟĐŝƉĂƚĞƚŚĂƚĨƵƚƵƌĞĞīŽƌƚƐŝŶƚŚĞĮĞůĚŽĨƉůĂŶƚƌĞĚŽǆďŝŽůŽŐǇǁŝůůĞǆƉůŽƌĞƚŚĞƐĞƚƐŽĨĂůƌĞĂĚǇ
ŝĚĞŶƟĮĞĚ͕ďƵƚŶŽƚǇĞƚǀĂůŝĚĂƚĞĚƉƌŽƚĞŽŵŝĐĮŶĚŝŶŐƐ͘&ƵƌƚŚĞƌŵŽƌĞ͕ŝƚŝƐŝŵƉŽƌƚĂŶƚƚŽƌĞĂůŝǌĞƚŚĂƚƉƌŽƚĞŝŶƐ
ŝĚĞŶƟĮĞĚďǇƌĞĚŽǆƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐĂƉƉƌŽĂĐŚĞƐŵŝŐŚƚďĞƐĞĐŽŶĚĂƌǇ͕ ƌĂƚŚĞƌƚŚĂŶƉƌŝŵĂƌǇƚĂƌŐĞƚƐĨŽƌKǆͲWdDƐ
ĚƵĞƚŽƚŚĞŝƌƌĞůĂƟǀĞůǇůŽǁƌĞĂĐƟǀŝƚǇǁŝƚŚZK^ǁŚĞŶĐŽŵƉĂƌĞĚƚŽĞ͘Ő͘ƚŚŝŽůƉĞƌŽǆŝĚĂƐĞƐ͘ƐĚŝƐĐƵƐƐĞĚĞĂƌůŝĞƌ͕ 
ƚŚĞƚŚŝŽůͲĚŝƐƵůĮĚĞƌĞůĂǇƐŝŶŝƟĂƚĞĚďǇƚŚŝŽůƉĞƌŽǆŝĚĂƐĞƐŚĂǀĞďĞĞŶĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚĞĚĨŽƌŵƵůƟƉůĞZK^ƐĞŶƐŽƌǇ
ŵŽĚƵůĞƐ;ĞůĂƵŶĂǇĞƚĂů͕͘ϮϬϬϮ͖DŝĂŽĞƚĂů͕͘ϮϬϬϲͿǁŚŝĐŚ͕ĐŽŵƉůĞŵĞŶƚĞĚǁŝƚŚŵŽƐƚƌĞĐĞŶƚĚŝƐĐŽǀĞƌŝĞƐ
;^ŽďŽƩĂĞƚĂů͕͘ϮϬϭϰͿ͕ĂƌŐƵĞƐĨŽƌĂŶƵŶŝǀĞƌƐĂůŶĂƚƵƌĞŽĨƐƵĐŚƐǇƐƚĞŵƐ͘&ŝŶĂůůǇ͕ ŝŶƚŚĞǀŝĞǁŽĨ ĨƵƚƵƌĞ
ƉŽƚĞŶƟĂůŽĨƌĞĚŽǆƐĞŶƐŽƌǇƐǇƐƚĞŵƐĨŽƌŵĂŶŝƉƵůĂƟŽŶŽĨƉůĂŶƚƐƚƌĞƐƐƚŽůĞƌĂŶĐĞ͕ǁĞďĞůŝĞǀĞƚŚĂƚ͕ǁŚĞŶĞǀĞƌ
ƉŽƐƐŝďůĞ͕ƚŚĞƌĞůĞǀĂŶĐĞŽĨĂůůƌĞƐƵůƚƐŽďƚĂŝŶĞĚĨƌŽŵŝŶǀŝƚƌŽĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚƐƐŚŽƵůĚďĞĂƐƐĞƐƐĞĚ ŝŶǀŝǀŽ͘
ϭϴϱ
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tĞƚŚĂŶŬ:ĂĂŬŬŽ<ĂŶŐĂƐũćƌǀŝ ĨŽƌƵƐĞĨƵůĐŽŵŵĞŶƚƐŽŶƚŚĞŵĂŶƵƐĐƌŝƉƚ͘dŚŝƐǁŽƌŬǁĂƐƐƵƉƉŽƌƚĞĚďǇ
ŐƌĂŶƚƐĨƌŽŵhͲZϰϯϱK^;D^K^dĐƟŽŶDϭϮϬϯͿ͕ZĞƐĞĂƌĐŚ&ŽƵŶĚĂƟŽŶ&ůĂŶĚĞƌƐ;&tKƉƌŽũĞĐƚ
'ϬϳϵϭϰE͞^ƵůĨĞŶŽŵŝĐƐ͗ŽǆŝĚĂƟĞǀĞƐĐŚĂŬĞůĂĂƌƐ ŝŶƉůĂŶƚĞŶ͘,ŽĞǌǁĂǀĞůŚŽƵĚĞŶĚĞƉůĂŶƚĞŶĞŝǁŝƩĞŶǀŝĂ
͚ĂŐƌĞƐƐŝĞǀĞ͛ǌƵƵƌƐƚŽĨƉƌĂƚĞŶ͞Ϳ͕ƚŚĞ/ŶƚĞƌƵŶŝǀĞƌƐŝƚǇƩƌĂĐƟŽŶWŽůĞƐWƌŽŐƌĂŵŵĞ;/hWWϳͬϮϵ͞DZ^͟Ϳ
ŝŶŝƟĂƚĞĚďǇƚŚĞĞůŐŝĂŶ^ĐŝĞŶĐĞWŽůŝĐǇKĸĐĞ͕'ŚĞŶƚhŶŝǀĞƌƐŝƚǇ΀DƵůƟĚŝƐĐŝƉůŝŶĂƌǇZĞƐĞĂƌĐŚWĂƌƚŶĞƌƐŚŝƉ
͞ŝŽƚĞĐŚŶŽůŽŐǇĨŽƌĂ^ƵƐƚĂŝŶĂďůĞĐŽŶŽŵǇ͟;'ƌĂŶƚϬϭDZϱϭϬtͿĂŶĚ͞ŝũǌŽŶĚĞƌKŶĚĞƌǌŽĞŬƐĨŽŶĚƐ
ʹWŽƐƚͲƚƌĂŶƐůĂƚŝŽŶĂůŵŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶƐ͟ ;K&Ϭϭ:ϭϭϯϭϭͿ΁ ƚŚĞŐĞŶĐǇ ĨŽƌ /ŶŶŽǀĂƚŝŽŶďǇ^ĐŝĞŶĐĞĂŶĚ
dĞĐŚŶŽůŽŐǇ;/td͖ƉƌĞĚŽĐƚŽƌĂůĨĞůůŽǁƐŚŝƉƚŽ^͘:͘Ϳ͕ĂŶĚƚŚĞs//ŶƚĞƌŶĂƟŽŶĂůWŚWƌŽŐƌĂŵ;ƉƌĞĚŽĐƚŽƌĂů
ĨĞůůŽǁƐŚŝƉ ƚŽ͘t͘Ϳ͘tĞǁŽƵůĚ ůŝŬĞ ƚŽ ƚŚĂŶŬŶŶŝĐŬůĞǇƐ ĨŽƌŚĞůƉ ŝŶƉƌĞƉĂƌŝŶŐ ƚŚĞŵĂŶƵƐĐƌŝƉƚ͘
 
Z&ZE^
ůĞƌŐĂŶĚd͕ WĞůĞĚͲĞŚĂǀŝ,͕<Ăƚǌz͕ ĂŶŽŶ͘ϮϬϬϲ͘dŚĞĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚƉƌŽƚĞŝŶĚŝƐƵůĮĚĞŝƐŽŵĞƌĂƐĞZϲϬƌĞĂĐƚƐ
ǁŝƚŚĂƌĞŐƵůĂƚŽƌǇĚŝƐƵůĮĚĞŽĨƚŚĞZEͲďŝŶĚŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶZϰϳ͘WůĂŶƚĂŶĚĞůůWŚǇƐŝŽůŽŐǇϰϳ͕ϱϰϬͲϱϰϴ͘
ůǀĂƌĞǌ͕'ĂƌĐşĂ/͕DŽƌĞŶŽ/͕WĠƌĞǌͲWĠƌĞǌD͕ƌĞƐƉŽ:>͕ZŽŵĞƌŽ>͕'ŽƚŽƌ͘ϮϬϭϮ͘ǇƐƚĞŝŶĞͲŐĞŶĞƌĂƚĞĚ
sulfide in the cytosol negatively regulates autophagy and modulates the transcriptional profile in 
ƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ͘WůĂŶƚĞůůϮϰ͕ϰϲϮϭͲϰϲϯϰ͘
ƉĞů<͕,ŝƌƚ,͘ϮϬϬϰ͘Zd/sKyz'E^W/^͗ŵĞƚĂďŽůŝƐŵ͕ŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͕ĂŶĚƐŝŐŶĂůƚƌĂŶƐĚƵĐƟŽŶ͘
ŶŶƵĂůZĞǀŝĞǁŽĨWůĂŶƚŝŽůŽŐǇϱϱ͕ϯϳϯͲϯϵϵ͘
ƉŽƐƚŽů/͕,ĞŝŶƐƚĞŝŶW&͕ >ŽǁW^͘ϭϵϴϵ͘ZĂƉŝĚƐƟŵƵůĂƟŽŶŽĨĂŶŽǆŝĚĂƟǀĞďƵƌƐƚĚƵƌŝŶŐĞůŝĐŝƚĂƟŽŶŽĨĐƵůƚƵƌĞĚ
ƉůĂŶƚĐĞůůƐ͘ZŽůĞŝŶĚĞĨĞŶƐĞĂŶĚƐŝŐŶĂůƚƌĂŶƐĚƵĐƟŽŶ͘WůĂŶƚWŚǇƐŝŽůŽŐǇϵϬ͕ϭϬϵͲϭϭϲ͘
ƐĂĚĂ<͘ϮϬϬϲ͘WƌŽĚƵĐƟŽŶĂŶĚƐĐĂǀĞŶŐŝŶŐŽĨƌĞĂĐƟǀĞŽǆǇŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐŝŶĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚƐĂŶĚƚŚĞŝƌĨƵŶĐƟŽŶƐ͘
WůĂŶƚWŚǇƐŝŽůŽŐǇϭϰϭ͕ϯϵϭͲϯϵϲ͘
ĂƌƚĞůƐ^ ͕ŶĚĞƌƐŽŶ:͕ĞƐƚĞŝƌŽD'͕ĂƌƌĞƌŝ͕,ŝƌƚ,͕ƵĐŚĂůĂ͕DĠƚƌĂƵǆ:ͲW͕ WĞĐŬ^ ͕hůŵZ͘ϮϬϬϵ͘DW
</E^W,K^W,d^ϭĂŶĚWZKd/EdzZK^/EW,K^W,d^ϭĂƌĞƌĞƉƌĞƐƐŽƌƐŽĨƐĂůŝĐǇůŝĐĂĐŝĚƐǇŶƚŚĞƐŝƐ
ĂŶĚ^EϭͲŵĞĚŝĂƚĞĚƌĞƐƉŽŶƐĞƐŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ͘WůĂŶƚĞůůϮϭ͕ϮϴϴϰͲϮϴϵϳ͘
ĂƵǁĞ,͕,ĂŐĞŵĂŶŶD͕<ĞƌŶZ͕dŝŵŵ^͘ϮϬϭϮ͘WŚŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƟŽŶŚĂƐĂĚƵĂůŽƌŝŐŝŶĂŶĚŵĂŶŝĨŽůĚůŝŶŬƐƚŽ
ĐĞŶƚƌĂůŵĞƚĂďŽůŝƐŵ͘ƵƌƌĞŶƚKƉŝŶŝŽŶŝŶWůĂŶƚŝŽůŽŐǇϭϱ͕ϮϲϵͲϮϳϱ͘
ĞĐŬĞƌƐ':D͕:ĂƐŬŝĞǁŝĐǌD͕>ŝƵz͕ hŶĚĞƌǁŽŽĚtZ͕,Ğ^z͕ ŚĂŶŐ^͕ŽŶƌĂƚŚh͘ϮϬϬϵ͘DŝƚŽŐĞŶͲĂĐƟǀĂƚĞĚ
ƉƌŽƚĞŝŶŬŝŶĂƐĞƐϯĂŶĚϲĂƌĞƌĞƋƵŝƌĞĚĨŽƌĨƵůůƉƌŝŵŝŶŐŽĨƐƚƌĞƐƐƌĞƐƉŽŶƐĞƐŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐƚŚĂůŝĂŶĂ͘WůĂŶƚĞůů
Ϯϭ͕ϵϰϰͲϵϱϯ͘
ĞƚƐƵǇĂŬƵ^͕dĂŬĂŚĂƐŚŝ&͕ <ŝŶŽƐŚŝƚĂ͕DŝǁĂ,͕^ŚŝŶŽǌĂŬŝ<͕&ƵŬƵĚĂ,͕^ĂǁĂ^͘ϮϬϭϭ͘DŝƚŽŐĞŶͲĂĐƟǀĂƚĞĚ
ƉƌŽƚĞŝŶŬŝŶĂƐĞƌĞŐƵůĂƚĞĚďǇƚŚĞ>sdƌĞĐĞƉƚŽƌƐĐŽŶƚƌŝďƵƚĞƐƚŽƐŚŽŽƚĂƉŝĐĂůŵĞƌŝƐƚĞŵŚŽŵĞŽƐƚĂƐŝƐ͘
WůĂŶƚĂŶĚĞůůWŚǇƐŝŽůŽŐǇϱϮ͕ϭϰͲϮϵ͘
ĂŶĂŐĂƌĂũĂŚ:͕<ŚŽŬŚůĂƚĐŚĞǀ͕ŽďďD,͕'ŽůĚƐŵŝƚŚ:͘ϭϵϵϳ͘ĐƟǀĂƟŽŶŵĞĐŚĂŶŝƐŵŽĨƚŚĞDWŬŝŶĂƐĞ
Z<ϮďǇĚƵĂůƉŚŽƐƉŚŽƌǇůĂƟŽŶ͘ĞůůϵϬ͕ϴϱϵͲϴϲϵ͘
ŚƵŶŐ:Ͳ^͕ŚƵ:Ͳ<͕ƌĞƐƐĂŶZ͕,ĂƐĞŐĂǁĂWD͕^Śŝ,͘ϮϬϬϴ͘ZĞĂĐƟǀĞŽǆǇŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐŵĞĚŝĂƚĞEĂнͲŝŶĚƵĐĞĚ
ϭϴϲ
ŚĂƉƚĞƌϵ
^K^ϭŵZEƐƚĂďŝůŝƚǇŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ͘WůĂŶƚ:ŽƵƌŶĂůϱϯ͕ϱϱϰͲϱϲϱ͘
ůĂŝďŽƌŶĞ͕DŝůůĞƌ,͕WĂƌƐŽŶĂŐĞ͕ZŽƐƐZW͘ ϭϵϵϯ͘WƌŽƚĞŝŶͲƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚƐƚĂďŝůŝǌĂƟŽŶĂŶĚĨƵŶĐƟŽŶŝŶ
ĞŶǌǇŵĞĐĂƚĂůǇƐŝƐĂŶĚŐĞŶĞƌĞŐƵůĂƟŽŶ͘&^:ŽƵƌŶĂůϳ͕ϭϰϴϯͲϭϰϵϬ͘
ŽůůE^͕sĞƌĐĂŵŵĞŶ͕^ŵŝĚůĞƌ͕ůŽǀĞƌ͕sĂŶƌĞƵƐĞŐĞŵ&͕ ĂŶŐů:>͕ƉƉůĞW͘ ϮϬϭϬ͘ƌĂďŝĚŽƉƐŝƐƚǇƉĞ/
ŵĞƚĂĐĂƐƉĂƐĞƐĐŽŶƚƌŽůĐĞůůĚĞĂƚŚ͘^ĐŝĞŶĐĞϯϯϬ͕ϭϯϵϯͲϭϯϵϳ͘
ƌŽƐƐ:s͕dĞŵƉůĞƚŽŶ:͘ϮϬϬϰ͘KǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ ŝŶŚŝďŝƚƐD<<ϭďǇƐŝƚĞͲƐƉĞĐŝĮĐŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƟŽŶŝŶƚŚĞ
dWͲďŝŶĚŝŶŐĚŽŵĂŝŶ͘ŝŽĐŚĞŵŝĐĂů:ŽƵƌŶĂůϯϴϭ͕ϲϳϱͲϲϴϯ͘
ƵƚůĞƌ^Z͕ZŽĚƌŝŐƵĞǌW>͕&ŝŶŬĞůƐƚĞŝŶZZ͕ďƌĂŵƐ^Z͘ϮϬϭϬ͘ďƐĐŝƐŝĐĂĐŝĚ͗ĞŵĞƌŐĞŶĐĞŽĨĂĐŽƌĞƐŝŐŶĂůŝŶŐ
ŶĞƚǁŽƌŬ͘ŶŶƵĂůZĞǀŝĞǁŽĨWůĂŶƚŝŽůŽŐǇϲϭ͕ϲϱϭͲϲϳϵ͘
ĂǀŝĞƐD:͘ϮϬϬϱ͘dŚĞŽǆŝĚĂƟǀĞĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚĂŶĚƉƌŽƚĞŝŶĚĂŵĂŐĞ͘ŝŽĐŚŝŵŝĐĂĞƚŝŽƉŚǇƐŝĐĂĐƚĂͲWƌŽƚĞŝŶƐ
ĂŶĚWƌŽƚĞŽŵŝĐƐϭϳϬϯ͕ϵϯͲϭϬϵ͘
ĂǇD͕sĞĂů ͘ϮϬϭϬ͘,ǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞͲƐĞŶƐŝƚŝǀĞ ĐǇƐƚĞŝŶĞƐ ŝŶ ƚŚĞ^ƚǇϭDW< ƌĞŐƵůĂƚĞ ƚŚĞ
ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂůƌĞƐƉŽŶƐĞƚŽŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͘:ŽƵƌŶĂůŽĨŝŽůŽŐŝĐĂůŚĞŵŝƐƚƌǇϮϴϱ͕ϳϱϬϱͲϳϱϭϲ͘
ĞůĂƵŶĂǇ͕WŇŝĞŐĞƌ͕ĂƌƌĂƵůƚDͲ͕sŝŶŚ:͕dŽůĞĚĂŶŽD͘ϮϬϬϮ͘ƚŚŝŽůƉĞƌŽǆŝĚĂƐĞŝƐĂŶ,ϮKϮƌĞĐĞƉƚŽƌ
ĂŶĚƌĞĚŽǆͲƚƌĂŶƐĚƵĐĞƌŝŶŐĞŶĞĂĐƟǀĂƟŽŶ͘Ğůůϭϭϭ͕ϰϳϭͲϰϴϭ͘
Ğŵŝƌ&͕ ,ŽƌŶƚƌŝĐŚ͕ůĂĐŚƵƚǌŝŬ:K͕ĞƚĂů͘ϮϬϭϯ͘ƌĂďŝĚŽƉƐŝƐŶĂŶŽĚŽŵĂŝŶͲĚĞůŝŵŝƚĞĚƐŝŐŶĂůŝŶŐƉĂƚŚǁĂǇ
ƌĞŐƵůĂƚĞƐƚŚĞĂŶŝŽŶĐŚĂŶŶĞů^>,ϯ͘WƌŽĐĞĞĚŝŶŐƐŽĨƚŚĞEĂƟŽŶĂůĐĂĚĞŵǇŽĨ^ĐŝĞŶĐĞƐŽĨƚŚĞhŶŝƚĞĚ^ƚĂƚĞƐ
ŽĨŵĞƌŝĐĂϭϭϬ͕ϴϮϵϲͲϴϯϬϭ͘
ĞƐƉƌĠƐ͕ŚƵďĂŬ͕ZŽĐŚŽŶ͕ůĂƌŬZ͕ĞƚŚƵŶĞd͕ ĞƐǀĞĂƵǆ͕&ŽďĞƌƚWZ͘ϮϬϬϯ͘dŚĞƌĂďŝĚŽƉƐŝƐEWZϭ
ĚŝƐĞĂƐĞƌĞƐŝƐƚĂŶĐĞƉƌŽƚĞŝŶŝƐĂŶŽǀĞůĐŽĨĂĐƚŽƌƚŚĂƚĐŽŶĨĞƌƐƌĞĚŽǆƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨEďŝŶĚŝŶŐĂĐƟǀŝƚǇƚŽƚŚĞ
ďĂƐŝĐĚŽŵĂŝŶͬůĞƵĐŝŶĞǌŝƉƉĞƌƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĨĂĐƚŽƌd'ϭ͘WůĂŶƚĞůůϭϱ͕ϮϭϴϭͲϮϭϵϭ͘
ŝĞƚǌ<Ͳ:͘ϮϬϭϭ͘WĞƌŽǆŝƌĞĚŽǆŝŶƐŝŶƉůĂŶƚƐĂŶĚĐǇĂŶŽďĂĐƚĞƌŝĂ͘ŶƟŽǆŝĚĂŶƚƐΘZĞĚŽǆ^ ŝŐŶĂůŝŶŐϭϱ͕ϭϭϮϵͲϭϭϱϵ͘
ŝĞƚǌ<Ͳ:͘ϮϬϭϰ͘ZĞĚŽǆƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĨĂĐƚŽƌƐŝŶƉůĂŶƚƐƚƌĞƐƐĂĐĐůŝŵĂƟŽŶĂŶĚĚĞǀĞůŽƉŵĞŶƚ͘
ŶƟŽǆŝĚĂŶƚƐΘZĞĚŽǆ^ŝŐŶĂůŝŶŐϮϭ͕ϭϯϱϲͲϭϯϳϮ͘
ŝǆŽŶW͕ &ŽƌĚŚĂŵͲ^ŬĞůƚŽŶW͕ ĚǁĂƌĚƐZ͘ϮϬϬϱ͘ZĞĚŽǆƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨĂƐŽǇďĞĂŶƚǇƌŽƐŝŶĞͲƐƉĞĐŝĮĐƉƌŽƚĞŝŶ
ƉŚŽƐƉŚĂƚĂƐĞ͘ŝŽĐŚĞŵŝƐƚƌǇϰϰ͕ϳϲϵϲͲϳϳϬϯ͘
ŽŵŝŶŐƵĞǌͲ^ŽůŝƐ:Z͕,Ğ͕>ŝŵĂ͕dŝŶŐ:͕ƵĐŚĂŶĂŶ͕>ƵĂŶ^͘ϮϬϬϴ͘ĐǇĐůŽƉŚŝůŝŶůŝŶŬƐƌĞĚŽǆĂŶĚůŝŐŚƚ
ƐŝŐŶĂůƐƚŽĐǇƐƚĞŝŶĞďŝŽƐǇŶƚŚĞƐŝƐĂŶĚƐƚƌĞƐƐƌĞƐƉŽŶƐĞƐŝŶĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚƐ͘WƌŽĐĞĞĚŝŶŐƐŽĨƚŚĞEĂƟŽŶĂůĐĂĚĞŵǇ
ŽĨ^ĐŝĞŶĐĞƐŽĨƚŚĞhŶŝƚĞĚ^ƚĂƚĞƐŽĨŵĞƌŝĐĂϭϬϱ͕ϭϲϯϴϲͲϭϲϯϵϭ͘
ƵĂŶY͕<ŝƚĂ͕:ŽŚŶƐŽŶ͕ŐŐĂƌǁĂůD͕'ĂƚĞƐ>͕tƵ,ͲD͕ŚĞƵŶŐz͘ ϮϬϭϰ͘ZĞĂĐƟǀĞŽǆǇŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐ
ŵĞĚŝĂƚĞƉŽůůĞŶƚƵďĞƌƵƉƚƵƌĞƚŽƌĞůĞĂƐĞƐƉĞƌŵĨŽƌĨĞƌƟůŝǌĂƟŽŶŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ͘EĂƚƵƌĞŽŵŵƵŶŝĐĂƟŽŶƐϱ͕
ϯϭϮϵ͘
ƵďŝĞůůĂh͕^ĞǇďŽůĚ,͕ƵƌŝĂŶ'͕<ŽŵĂŶĚĞƌ͕>ĂƐƐŝŐZ͕tŝƩĞͲW͕ ^ĐŚƵůǌĞty͕ZŽŵĞŝƐd͘ ϮϬϭϯ͘ĂůĐŝƵŵͲ
ĚĞƉĞŶĚĞŶƚƉƌŽƚĞŝŶŬŝŶĂƐĞͬEW,ŽǆŝĚĂƐĞĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶĐŝƌĐƵŝƚ ŝƐ ƌĞƋƵŝƌĞĚ ĨŽƌ ƌĂƉŝĚĚĞĨĞŶƐĞƐŝŐŶĂů
ƉƌŽƉĂŐĂƟŽŶ͘WƌŽĐĞĞĚŝŶŐƐŽĨƚŚĞEĂƟŽŶĂůĐĂĚĞŵǇŽĨ^ĐŝĞŶĐĞƐŽĨƚŚĞhŶŝƚĞĚ^ƚĂƚĞƐŽĨŵĞƌŝĐĂϭϭϬ͕
ϴϳϰϰͲϴϳϰϵ͘
ϭϴϳ
E
&ĞƌƌĞƌͲ^ƵĞƚĂ'͕DĂŶƚĂ͕Žƫ,͕ZĂĚŝZ͕dƌƵũŝůůŽD͕ĞŶŝĐŽůĂ͘ϮϬϭϭ͘&ĂĐƚŽƌƐĂīĞĐƟŶŐƉƌŽƚĞŝŶƚŚŝŽů
ƌĞĂĐƟǀŝƚǇĂŶĚƐƉĞĐŝĮĐŝƚǇŝŶƉĞƌŽǆŝĚĞƌĞĚƵĐƟŽŶ͘ŚĞŵŝĐĂůZĞƐĞĂƌĐŚŝŶdŽǆŝĐŽůŽŐǇϮϰ͕ϰϯϰͲϰϱϬ͘
&ŽƌĞŵĂŶ:͕ĞŵŝĚĐŚŝŬs͕ŽƚŚǁĞůů:,&͕ ĞƚĂů͘ϮϬϬϯ͘ZĞĂĐƟǀĞŽǆǇŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐƉƌŽĚƵĐĞĚďǇEW,ŽǆŝĚĂƐĞ
ƌĞŐƵůĂƚĞƉůĂŶƚĐĞůůŐƌŽǁƚŚ͘EĂƚƵƌĞϰϮϮ͕ϰϰϮͲϰϰϲ͘
&ŽǇĞƌ,͕ůŽŽŵ:͕YƵĞǀĂů'͕EŽĐƚŽƌ'͘ϮϬϬϵ͘WŚŽƚŽƌĞƐƉŝƌĂƚŽƌǇŵĞƚĂďŽůŝƐŵ͗ŐĞŶĞƐ͕ŵƵƚĂŶƚƐ͕ĞŶĞƌŐĞƟĐƐ͕
ĂŶĚƌĞĚŽǆƐŝŐŶĂůŝŶŐ͘ŶŶƵĂůZĞǀŝĞǁŽĨWůĂŶƚŝŽůŽŐǇϲϬ͕ϰϱϱͲϰϴϰ͘
&ŽǇĞƌ,͕,ĂůůŝǁĞůů͘ϭϵϳϲ͘dŚĞƉƌĞƐĞŶĐĞŽĨŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞĂŶĚŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞƌĞĚƵĐƚĂƐĞŝŶĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚƐ͗
ƉƌŽƉŽƐĞĚƌŽůĞŝŶĂƐĐŽƌďŝĐĂĐŝĚŵĞƚĂďŽůŝƐŵ͘WůĂŶƚĂϭϯϯ͕ϮϭͲϮϱ͘
&ƌǇĞƌD:͕Ăůů>͕KǆďŽƌŽƵŐŚ<͕<ĂƌƉŝŶƐŬŝ^͕DƵůůŝŶĞĂƵǆWD͕ĂŬĞƌEZ͘ϮϬϬϯ͘ŽŶƚƌŽůŽĨƐĐŽƌďĂƚĞ
WĞƌŽǆŝĚĂƐĞϮĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶďǇŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞĂŶĚůĞĂĨǁĂƚĞƌƐƚĂƚƵƐĚƵƌŝŶŐĞǆĐĞƐƐůŝŐŚƚƐƚƌĞƐƐƌĞǀĞĂůƐĂ
ĨƵŶĐƟŽŶĂůŽƌŐĂŶŝƐĂƟŽŶŽĨƌĂďŝĚŽƉƐŝƐůĞĂǀĞƐ͘WůĂŶƚ:ŽƵƌŶĂůϯϯ͕ϲϵϭͲϳϬϱ͘
'ĞŝŐĞƌ͕^ĐŚĞƌǌĞƌ^͕DƵŵŵW͕ ĞƚĂů͘ϮϬϭϬ͘'ƵĂƌĚĐĞůůĂŶŝŽŶĐŚĂŶŶĞů^>ϭŝƐƌĞŐƵůĂƚĞĚďǇW<ƉƌŽƚĞŝŶ
ŬŝŶĂƐĞƐǁŝƚŚĚŝƐƟŶĐƚĂϮнĂĸŶŝƟĞƐ͘WƌŽĐĞĞĚŝŶŐƐŽĨƚŚĞEĂƟŽŶĂůĐĂĚĞŵǇŽĨ^ĐŝĞŶĐĞƐŽĨƚŚĞhŶŝƚĞĚ^ƚĂƚĞƐ
ŽĨŵĞƌŝĐĂϭϬϳ͕ϴϬϮϯͲϴϬϮϴ͘
'ŝůƌŽǇ^͕^ƵǌƵŬŝE͕DŝůůĞƌ'͕ŚŽŝtͲ'͕dŽǇŽƚĂD͕ĞǀŝƌĞĚĚǇZ͕DŝƩůĞƌZ͘ϮϬϭϰ͘ƟĚĂůǁĂǀĞŽĨƐŝŐŶĂůƐ͗
ĐĂůĐŝƵŵĂŶĚZK^ĂƚƚŚĞĨŽƌĞĨƌŽŶƚŽĨƌĂƉŝĚƐǇƐƚĞŵŝĐƐŝŐŶĂůŝŶŐ͘dƌĞŶĚƐŝŶWůĂŶƚ^ĐŝĞŶĐĞϭϵ͕ϲϮϯͲϲϯϬ͘
'ůĂƌŝŶŐD͕^ŬƌǇŚĂŶ<͕<ƂƫŶŐK͕ĞĞŵĂŶ^͕ůĞŶŶŽǁ͘ϮϬϭϮ͘ŽŵƉƌĞŚĞŶƐŝǀĞƐƵƌǀĞǇŽĨƌĞĚŽǆƐĞŶƐŝƟǀĞ
ƐƚĂƌĐŚŵĞƚĂďŽůŝƐŝŶŐĞŶǌǇŵĞƐŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐƚŚĂůŝĂŶĂ͘WůĂŶƚWŚǇƐŝŽůŽŐǇĂŶĚŝŽĐŚĞŵŝƐƚƌǇϱϴ͕ϴϵͲϵϳ͘
'ƌŽĚĞŶ͕ĞĐŬ͘ϭϵϳϵ͘,ϮKϮĚĞƐƚƌƵĐƟŽŶďǇĂƐĐŽƌďĂƚĞͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚƐǇƐƚĞŵƐĨƌŽŵĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚƐ͘ŝŽĐŚŝŵŝĐĂ
ĞƚŝŽƉŚǇƐŝĐĂĐƚĂͲŝŽĞŶĞƌŐĞƟĐƐϱϰϲ͕ϰϮϲͲϰϯϱ͘
'ƵƉƚĂZ͕,ƵĂŶŐz͕ <ŝĞďĞƌ:͕>ƵĂŶ^͘ϭϵϵϴ͘/ĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶŽĨĂĚƵĂůͲƐƉĞĐŝĮĐŝƚǇƉƌŽƚĞŝŶƉŚŽƐƉŚĂƚĂƐĞƚŚĂƚ
ŝŶĂĐƟǀĂƚĞƐĂDWŬŝŶĂƐĞĨƌŽŵƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ͘WůĂŶƚ:ŽƵƌŶĂůϭϲ͕ϱϴϭͲϱϴϵ͘
'ƵƉƚĂZ͕>ƵĂŶ^͘ϮϬϬϯ͘ZĞĚŽǆĐŽŶƚƌŽůŽĨƉƌŽƚĞŝŶƚǇƌŽƐŝŶĞƉŚŽƐƉŚĂƚĂƐĞƐĂŶĚŵŝƚŽŐĞŶͲĂĐƟǀĂƚĞĚƉƌŽƚĞŝŶ
ŬŝŶĂƐĞƐŝŶƉůĂŶƚƐ͘WůĂŶƚWŚǇƐŝŽůŽŐǇϭϯϮ͕ϭϭϰϵͲϭϭϱϮ͘
'ƵƚƐĐŚĞƌD͕^ŽďŽƚƚĂD͕tĂďŶŝƚǌ',͕ĂůůŝŬĂǇĂ^͕DĞǇĞƌ:͕^ĂŵƐƚĂŐ z͕ ŝĐŬdW͘ ϮϬϬϵ͘WƌŽǆŝŵŝƚǇͲ
ďĂƐĞĚƉƌŽƚĞŝŶƚŚŝŽůŽǆŝĚĂƟŽŶďǇ,ϮKϮͲƐĐĂǀĞŶŐŝŶŐƉĞƌŽǆŝĚĂƐĞƐ͘:ŽƵƌŶĂůŽĨŝŽůŽŐŝĐĂůŚĞŵŝƐƚƌǇϮϴϰ͕
ϯϭϱϯϮͲϯϭϱϰϬ͘
,ĂƌƌŝƐd<͕dƵƌŶĞƌ':͘ϮϬϬϮ͘^ƚƌƵĐƚƵƌĂůďĂƐŝƐŽĨƉĞƌƚƵƌďĞĚƉ<ĂǀĂůƵĞƐŽĨĐĂƚĂůǇƟĐŐƌŽƵƉƐŝŶĞŶǌǇŵĞĂĐƟǀĞ
ƐŝƚĞƐ͘/ŶƚĞƌŶĂƟŽŶĂůhŶŝŽŶŽĨŝŽĐŚĞŵŝƐƚƌǇĂŶĚDŽůĞĐƵůĂƌŝŽůŽŐǇ>ŝĨĞϱϯ͕ϴϱͲϵϴ͘
,ĞƌŶĄŶĚĞǌ/͕ůĞŐƌĞ>͕sĂŶƌĞƵƐĞŐĞŵ&͕ DƵŶŶĠͲŽƐĐŚ^ ͘ϮϬϬϵ͘,ŽǁƌĞůĞǀĂŶƚĂƌĞŇĂǀŽŶŽŝĚƐĂƐĂŶƟŽǆŝĚĂŶƚƐ
ŝŶƉůĂŶƚƐ͍dƌĞŶĚƐŝŶWůĂŶƚ^ĐŝĞŶĐĞϭϰ͕ϭϮϱͲϭϯϮ͘
/ĐŚŝŵƵƌĂ<͕^ŚŝŶŽǌĂŬŝ<͕dĞŶĂ'͕ĞƚĂů͘ϮϬϬϮ͘DŝƚŽŐĞŶͲĂĐƟǀĂƚĞĚƉƌŽƚĞŝŶŬŝŶĂƐĞĐĂƐĐĂĚĞƐŝŶƉůĂŶƚƐ͗ĂŶĞǁ
ŶŽŵĞŶĐůĂƚƵƌĞ͘dƌĞŶĚƐŝŶWůĂŶƚ^ĐŝĞŶĐĞϳ͕ϯϬϭͲϯϬϴ͘
/ŐůĞƐŝĂƐͲĂĞŶĂ /͕ĂƌƌĂŶĐŽͲDĞĚŝŶĂ^͕>ĄǌĂƌŽͲWĂǇŽ͕>ſƉĞǌͲ:ĂƌĂŵŝůůŽ&:͕^ĞǀŝůůĂ &͕  >ĄǌĂƌŽ :Ͳ:͘ϮϬϭϬ͘
ŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĂƚŝŽŶŽĨƉůĂŶƚƐƵůĨŝƌĞĚŽǆŝŶĂŶĚƌŽůĞŽĨƐƵůƉŚŝŶŝĐ ĨŽƌŵŽĨϮͲǇƐƉĞƌŽǆŝƌĞĚŽǆŝŶ͘ :ŽƵƌŶĂůŽĨ
ǆƉĞƌŝŵĞŶƚĂůŽƚĂŶǇϲϭ͕ϭϱϬϵͲϭϱϮϭ͘
ϭϴϴ
ŚĂƉƚĞƌϵ
/ŐůĞƐŝĂƐͲĂĞŶĂ/͕ĂƌƌĂŶĐŽͲDĞĚŝŶĂ^͕^ĞǀŝůůĂ &͕ >ĄǌĂƌŽ:Ͳ:͘ϮϬϭϭ͘dŚĞĚƵĂůͲƚĂƌŐĞƚĞĚƉůĂŶƚƐƵůĮƌĞĚŽǆŝŶ
ƌĞƚƌŽƌĞĚƵĐĞƐƚŚĞƐƵůĮŶŝĐĨŽƌŵŽĨĂƚǇƉŝĐĂůŵŝƚŽĐŚŽŶĚƌŝĂůƉĞƌŽǆŝƌĞĚŽǆŝŶ͘WůĂŶƚWŚǇƐŝŽůŽŐǇϭϱϱ͕ϵϰϰͲϵϱϱ͘
:ĂĐƋƵĞƐ^͕'ŚĞƐƋƵŝğƌĞ͕sĂŶƌĞƵƐĞŐĞŵ&͕ 'ĞǀĂĞƌƚ<͘ϮϬϭϯ͘WůĂŶƚƉƌŽƚĞŝŶƐƵŶĚĞƌŽǆŝĚĂƚŝǀĞĂƚƚĂĐŬ͘
WƌŽƚĞŽŵŝĐƐϭϯ͕ϵϯϮͲϵϰϬ͘
:ĂŵŵĞƐ&͕ ^ŽŶŐ͕^ŚŝŶ͕ĞƚĂů͘ϮϬϬϵ͘DWŬŝŶĂƐĞƐDW<ϵĂŶĚDW<ϭϮĂƌĞƉƌĞĨĞƌĞŶƟĂůůǇĞǆƉƌĞƐƐĞĚŝŶ
ŐƵĂƌĚĐĞůůƐĂŶĚƉŽƐŝƟǀĞůǇƌĞŐƵůĂƚĞZK^ͲŵĞĚŝĂƚĞĚƐŝŐŶĂůŝŶŐ͘WƌŽĐĞĞĚŝŶŐƐŽĨƚŚĞEĂƟŽŶĂůĐĂĚĞŵǇŽĨ
^ĐŝĞŶĐĞƐŽĨƚŚĞhŶŝƚĞĚ^ƚĂƚĞƐŽĨŵĞƌŝĐĂϭϬϲ͕ϮϬϱϮϬͲϮϬϱϮϱ͘
:ŝĂŶŐd͕ ŚĂŶŐyͲ&͕ tĂŶŐyͲ&͕ ŚĂŶŐͲW͘ ϮϬϭϭ͘ƌĂďŝĚŽƉƐŝƐϯͲŬĞƚŽĂĐǇůͲŽƚŚŝŽůĂƐĞͲϮ;<dϮͿ͕ĂŶĞŶǌǇŵĞŽĨ
ĨĂƩǇĂĐŝĚɴͲŽǆŝĚĂƟŽŶ͕ŝƐŝŶǀŽůǀĞĚŝŶƐŝŐŶĂůƚƌĂŶƐĚƵĐƟŽŶ͘WůĂŶƚĂŶĚĞůůWŚǇƐŝŽůŽŐǇϱϮ͕ϱϮϴͲϱϯϴ͘
:ŽŽ:,͕ĂĞz^͕>ĞĞ:^͘ϮϬϬϭ͘ZŽůĞŽĨĂƵǆŝŶͲŝŶĚƵĐĞĚƌĞĂĐƟǀĞŽǆǇŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐŝŶƌŽŽƚŐƌĂǀŝƚƌŽƉŝƐŵ͘WůĂŶƚ
WŚǇƐŝŽůŽŐǇϭϮϲ͕ϭϬϱϱͲϭϬϲϬ͘
<ĂǇĂ,͕EĂŬĂũŝŵĂZ͕ /ǁĂŶŽD͕ĞƚĂů͘ϮϬϭϰ͘ĂϮнͲĂĐƚŝǀĂƚĞĚƌĞĂĐƚŝǀĞŽǆǇŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐƉƌŽĚƵĐƚŝŽŶďǇ
ƌĂďŝĚŽƉƐŝƐZďŽŚ,ĂŶĚZďŽŚ:ŝƐĞƐƐĞŶƟĂůĨŽƌƉƌŽƉĞƌƉŽůůĞŶƚƵďĞƟƉŐƌŽǁƚŚ͘WůĂŶƚĞůůϮϲ͕ϭϬϲϵͲϭϬϴϬ͘
<ŝŵ:͕DĂǇĮĞůĚ^W͘ ϭϵϵϳ͘WƌŽƚĞŝŶĚŝƐƵůĮĚĞŝƐŽŵĞƌĂƐĞĂƐĂƌĞŐƵůĂƚŽƌŽĨĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůĂĐƟǀĂƟŽŶ͘
^ĐŝĞŶĐĞϮϳϴ͕ϭϵϱϰͲϭϵϱϳ͘
<ŶĞĞƐŚĂǁ^͕'ĞůŝŶĞĂƵ^͕dĂĚĂz͕ >ŽĂŬĞ':͕^ƉŽĞů^,͘ϮϬϭϰ͘^ĞůĞĐƟǀĞƉƌŽƚĞŝŶĚĞŶŝƚƌŽƐǇůĂƟŽŶĂĐƟǀŝƚǇŽĨ
ƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶͲŚϱŵŽĚƵůĂƚĞƐƉůĂŶƚŝŵŵƵŶŝƚǇ͘DŽůĞĐƵůĂƌĞůůϱϲ͕ϭϱϯͲϭϲϮ͘
<ŽŶŽƉŬĂͲWŽƐƚƵƉŽůƐŬĂ͕ůĂƌŬ'͕'ŽĐŚ'͕ĞďƐŬŝ:͕&ůŽƌĂƐ<͕ĂŶƚĞƌŽ͕&ŝũŽůĞŬ͕ZŽƵǆ^͕,ĞŶŶŝŐ:͘ϮϬϬϵ͘
dŚĞƌŽůĞŽĨĂŶŶĞǆŝŶϭŝŶĚƌŽƵŐŚƚƐƚƌĞƐƐŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ͘WůĂŶƚWŚǇƐŝŽůŽŐǇϭϱϬ͕ϭϯϵϰͲϭϰϭϬ͘
<ŽƉƌŝǀĂ^͕DƵŐĨŽƌĚ^'͕ĂƌĂŶŝĞĐŬĂW͕ >ĞĞͲZ͕DĂƩŚĞǁŵĂŶ͕<ŽƉƌŝǀŽǀĂ͘ϮϬϭϮ͘ŽŶƚƌŽůŽĨƐƵůĨƵƌ
ƉĂƌƟƟŽŶŝŶŐďĞƚǁĞĞŶƉƌŝŵĂƌǇĂŶĚƐĞĐŽŶĚĂƌǇŵĞƚĂďŽůŝƐŵŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ͘&ƌŽŶƟĞƌƐŝŶWůĂŶƚ^ĐŝĞŶĐĞϯ͕ϭϲϯ͘
<ŽƐĞƚƐƵ<͕DĂƚƐƵŶĂŐĂ^͕EĂŬĂŐĂŵŝ,͕ŽůĐŽŵďĞƚ:͕^ĂƐĂďĞD͕^ŽǇĂŶŽd͕ dĂŬĂŚĂƐŚŝz͕ ,ŝƌƚ,͕DĂĐŚŝĚĂz͘ 
ϮϬϭϬ͘dŚĞDWŬŝŶĂƐĞDW<ϰŝƐƌĞƋƵŝƌĞĚĨŽƌĐǇƚŽŬŝŶĞƐŝƐŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐƚŚĂůŝĂŶĂ͘WůĂŶƚĞůůϮϮ͕ϯϳϳϴͲϯϳϵϬ͘
<ŽǀƚƵŶz͕ ŚŝƵtͲ>͕dĞŶĂ'͕^ŚĞĞŶ:͘ϮϬϬϬ͘&ƵŶĐƟŽŶĂůĂŶĂůǇƐŝƐŽĨŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐͲĂĐƟǀĂƚĞĚŵŝƚŽŐĞŶͲ
ĂĐƟǀĂƚĞĚƉƌŽƚĞŝŶŬŝŶĂƐĞĐĂƐĐĂĚĞŝŶƉůĂŶƚƐ͘WƌŽĐĞĞĚŝŶŐƐŽĨƚŚĞEĂƟŽŶĂůĐĂĚĞŵǇŽĨ^ĐŝĞŶĐĞƐŽĨƚŚĞhŶŝƚĞĚ
^ƚĂƚĞƐŽĨŵĞƌŝĐĂϵϳ͕ϮϵϰϬͲϮϵϰϱ͘
<ǁĂŬ :D͕DŽƌŝ /͕WĞŝͲD͕ĞƚĂů͘ϮϬϬϯ͘EW,ŽǆŝĚĂƐĞƚƌďŽŚĂŶĚƚƌďŽŚ&ŐĞŶĞƐ ĨƵŶĐƚŝŽŶ ŝŶ
ZK^ͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚƐŝŐŶĂůŝŶŐŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ͘DK:ŽƵƌŶĂůϮϮ͕ϮϲϮϯͲϮϲϯϯ͘
>ĂŽŚĂǀŝƐŝƚ͕^ŚĂŶŐ͕ZƵďŝŽ>͕ĞƚĂů͘ϮϬϭϮ͘ƌĂďŝĚŽƉƐŝƐĂŶŶĞǆŝŶϭŵĞĚŝĂƚĞƐƚŚĞƌĂĚŝĐĂůͲĂĐƟǀĂƚĞĚƉůĂƐŵĂ
ŵĞŵďƌĂŶĞĂϮнͲĂŶĚ<нͲƉĞƌŵĞĂďůĞĐŽŶĚƵĐƚĂŶĐĞŝŶƌŽŽƚĐĞůůƐ͘WůĂŶƚĞůůϮϰ͕ϭϱϮϮͲϭϱϯϯ͘
>ĞĞ:͕'ŽĚŽŶ͕>ĂŐŶŝĞů'͕^ƉĞĐƚŽƌ͕'ĂƌŝŶ:͕>ĂďĂƌƌĞ:͕dŽůĞĚĂŶŽD͘ϭϵϵϵ͘zĂƉϭĂŶĚ^ŬŶϳĐŽŶƚƌŽůƚǁŽ
ƐƉĞĐŝĂůŝǌĞĚŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐƌĞƐƉŽŶƐĞƌĞŐƵůŽŶƐŝŶǇĞĂƐƚ͘:ŽƵƌŶĂůŽĨŝŽůŽŐŝĐĂůŚĞŵŝƐƚƌǇϮϳϰ͕ϭϲϬϰϬͲϭϲϬϰϲ͘
>ĞĞ:^͕ůůŝƐ͘ϮϬϬϳ͘ƌĂďŝĚŽƉƐŝƐDW<ƉŚŽƐƉŚĂƚĂƐĞϮ;D<WϮͿƉŽƐŝƟǀĞůǇƌĞŐƵůĂƚĞƐŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ
ƚŽůĞƌĂŶĐĞĂŶĚŝŶĂĐƟǀĂƚĞƐƚŚĞDW<ϯĂŶĚDW<ϲDW<Ɛ͘:ŽƵƌŶĂůŽĨŝŽůŽŐŝĐĂůŚĞŵŝƐƚƌǇϮϴϮ͕ϮϱϬϮϬͲϮϱϬϮϵ͘
>ĞĞ^͕>ĂŶt͕ƵĐŚĂŶĂŶ͕>ƵĂŶ^͘ϮϬϬϵ͘ƉƌŽƚĞŝŶŬŝŶĂƐĞͲƉŚŽƐƉŚĂƚĂƐĞƉĂŝƌ ŝŶƚĞƌĂĐƚƐǁŝƚŚĂŶ ŝŽŶ
ĐŚĂŶŶĞůƚŽƌĞŐƵůĂƚĞƐŝŐŶĂůŝŶŐŝŶƉůĂŶƚŐƵĂƌĚĐĞůůƐ͘WƌŽĐĞĞĚŝŶŐƐŽĨƚŚĞEĂƟŽŶĂůĐĂĚĞŵǇŽĨ^ĐŝĞŶĐĞƐŽĨ
ϭϴϵ
E
ƚŚĞhŶŝƚĞĚ^ƚĂƚĞƐŽĨŵĞƌŝĐĂϭϬϲ͕ϮϭϰϭϵͲϮϭϰϮϰ͘
>ĞǀŝŶĞ͕dĞŶŚĂŬĞŶZ͕ŝǆŽŶZ͕>Ăŵď͘ϭϵϵϰ͘,ϮKϮĨƌŽŵƚŚĞŽǆŝĚĂƟǀĞďƵƌƐƚŽƌĐŚĞƐƚƌĂƚĞƐƚŚĞƉůĂŶƚ
ŚǇƉĞƌƐĞŶƐŝƟǀĞĚŝƐĞĂƐĞƌĞƐŝƐƚĂŶĐĞƌĞƐƉŽŶƐĞ͘Ğůůϳϵ͕ϱϴϯͲϱϵϯ͘
>ŝ͕ŚĂŽz͕ >ŝĂŶŐ>͕ĞƚĂů͘ϮϬϭϮ͘WƵƌŝĮĐĂƟŽŶĂŶĚĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĂƟŽŶŽĨŵZ/Wϭ͕ĂŶŽǀĞůƌĞĚƵĐƚĂŶƚͲŝŶŚŝďŝƚĞĚ
ƉƌŽƚĞŝŶƚǇƌŽƐŝŶĞƉŚŽƐƉŚĂƚĂƐĞĨƌŽŵŵĂŝǌĞ͘WůĂŶƚWŚǇƐŝŽůŽŐǇϭϱϵ͕ϲϳϭͲϲϴϭ͘
>ŝŶĚĞƌŵĂǇƌ͕^Ğůů^͕DƺůůĞƌ͕>ĞŝƐƚĞƌ͕ƵƌŶĞƌ:͘ϮϬϭϬ͘ZĞĚŽǆƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨƚŚĞEWZϭͲd'ϭƐǇƐƚĞŵŽĨ
ƌĂďŝĚŽƉƐŝƐƚŚĂůŝĂŶĂďǇŶŝƚƌŝĐŽǆŝĚĞ͘WůĂŶƚĞůůϮϮ͕ϮϴϵϰͲϮϵϬϳ͘
>ŽƌŬŽǀŝđ:͘ϮϬϬϵ͘ZŽůĞŽĨƉůĂŶƚZEͲďŝŶĚŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶƐ ŝŶĚĞǀĞůŽƉŵĞŶƚ͕ƐƚƌĞƐƐƌĞƐƉŽŶƐĞĂŶĚŐĞŶŽŵĞ
ŽƌŐĂŶŝǌĂƟŽŶ͘dƌĞŶĚƐŝŶWůĂŶƚ^ĐŝĞŶĐĞϭϰ͕ϮϮϵͲϮϯϲ͘
>ƵŵďƌĞƌĂƐs͕sŝůĞůĂ͕/ƌĂƌ^͕^ŽůĠD͕ĂƉĞůůĂĚĞƐD͕sĂůůƐD͕ŽĐĂD͕WĂŐğƐD͘ϮϬϭϬ͘DW<ƉŚŽƐƉŚĂƚĂƐĞ
D<WϮŵĞĚŝĂƚĞƐĚŝƐĞĂƐĞƌĞƐƉŽŶƐĞƐŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐĂŶĚĨƵŶĐƟŽŶĂůůǇŝŶƚĞƌĂĐƚƐǁŝƚŚDW<ϯĂŶĚDW<ϲ͘WůĂŶƚ
:ŽƵƌŶĂůϲϯ͕ϭϬϭϳͲϭϬϯϬ͘
DĂz͕ ^ǌŽƐƚŬŝĞǁŝĐǌ/͕<ŽƌƚĞ͕DŽĞƐ͕zĂŶŐz͕ ŚƌŝƐƚŵĂŶŶ͕'ƌŝůů͘ϮϬϬϵ͘ZĞŐƵůĂƚŽƌƐŽĨWWϮƉŚŽƐƉŚĂƚĂƐĞ
ĂĐƟǀŝƚǇĨƵŶĐƟŽŶĂƐĂďƐĐŝƐŝĐĂĐŝĚƐĞŶƐŽƌƐ͘^ĐŝĞŶĐĞϯϮϰ͕ϭϬϲϰͲϭϬϲϴ͘
DĂĐZŽďďŝĞ͘ϮϬϬϮ͘ǀŝĚĞŶĐĞĨŽƌĂƌŽůĞĨŽƌƉƌŽƚĞŝŶƚǇƌŽƐŝŶĞƉŚŽƐƉŚĂƚĂƐĞŝŶƚŚĞĐŽŶƚƌŽůŽĨŝŽŶƌĞůĞĂƐĞ
ĨƌŽŵƚŚĞŐƵĂƌĚĐĞůůǀĂĐƵŽůĞŝŶƐƚŽŵĂƚĂůĐůŽƐƵƌĞ͘WƌŽĐĞĞĚŝŶŐƐŽĨƚŚĞEĂƟŽŶĂůĐĂĚĞŵǇŽĨ^ĐŝĞŶĐĞƐŽĨƚŚĞ
hŶŝƚĞĚ^ƚĂƚĞƐŽĨŵĞƌŝĐĂϵϵ͕ϭϭϵϲϯͲϭϭϵϲϴ͘
DĂƌŐŝƐZ͕ƵŶĂŶĚ͕dĞŝǆĞŝƌĂ&<͕DĂƌŐŝƐͲWŝŶŚĞŝƌŽD͘ϮϬϬϴ͘'ůƵƚĂƚŚŝŽŶĞƉĞƌŽǆŝĚĂƐĞĨĂŵŝůǇʹ ĂŶĞǀŽůƵƟŽŶĂƌǇ
ŽǀĞƌǀŝĞǁ͘&^:ŽƵƌŶĂůϮϳϱ͕ϯϵϱϵͲϯϵϳϬ͘
DĂƌŝŶŽ^D͕'ůĂĚǇƐŚĞǀsE͘ϮϬϭϬ͘ǇƐƚĞŝŶĞĨƵŶĐƚŝŽŶŐŽǀĞƌŶƐ ŝƚƐĐŽŶƐĞƌǀĂƚŝŽŶĂŶĚĚĞŐĞŶĞƌĂƚŝŽŶĂŶĚ
ƌĞƐƚƌŝĐƚƐŝƚƐƵƟůŝǌĂƟŽŶŽŶƉƌŽƚĞŝŶƐƵƌĨĂĐĞƐ͘:ŽƵƌŶĂůŽĨDŽůĞĐƵůĂƌŝŽůŽŐǇϰϬϰ͕ϵϬϮͲϵϭϲ͘
DĞŝŶŚĂƌĚD͕'ƌŝůů͘ϮϬϬϭ͘,ǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞŝƐĂƌĞŐƵůĂƚŽƌŽĨ/ϭ͕ĂƉƌŽƚĞŝŶƉŚŽƐƉŚĂƚĂƐĞϮĨƌŽŵ
ƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ͘&^>ĞƩĞƌƐϱϬϴ͕ϰϰϯͲϰϰϲ͘
DĞŝŶŚĂƌĚD͕ZŽĚƌŝŐƵĞǌW>͕'ƌŝůů͘ϮϬϬϮ͘dŚĞƐĞŶƐŝƟǀŝƚǇŽĨ/ϮƚŽŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞůŝŶŬƐƚŚĞĂďƐĐŝƐŝĐ
ĂĐŝĚͲƌĞƐƉŽŶƐĞƌĞŐƵůĂƚŽƌƚŽƌĞĚŽǆƐŝŐŶĂůůŝŶŐ͘WůĂŶƚĂϮϭϰ͕ϳϳϱͲϳϴϮ͘
DĞƌůŽƚ^͕'ŽƐƟ&͕ 'ƵĞƌƌŝĞƌ͕sĂǀĂƐƐĞƵƌ͕'ŝƌĂƵĚĂƚ:͘ϮϬϬϭ͘dŚĞ/ϭĂŶĚ/ϮƉƌŽƚĞŝŶƉŚŽƐƉŚĂƚĂƐĞƐ
ϮĂĐƚŝŶĂŶĞŐĂƟǀĞĨĞĞĚďĂĐŬƌĞŐƵůĂƚŽƌǇůŽŽƉŽĨƚŚĞĂďƐĐŝƐŝĐĂĐŝĚƐŝŐŶĂůůŝŶŐƉĂƚŚǁĂǇ͘WůĂŶƚ:ŽƵƌŶĂůϮϱ͕
ϮϵϱͲϯϬϯ͘
DĞǇĞƌz͕ ĞůŝŶ͕ĞůŽƌŵĞͲ,ŝŶŽƵǆs͕ZĞŝĐŚŚĞůĚ:ͲW͕ ZŝŽŶĚĞƚ͘ϮϬϭϮ͘dŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶĂŶĚŐůƵƚĂƌĞĚŽǆŝŶƐǇƐƚĞŵƐ
ŝŶƉůĂŶƚƐ͗ŵŽůĞĐƵůĂƌŵĞĐŚĂŶŝƐŵƐ͕ĐƌŽƐƐƚĂůŬƐ͕ĂŶĚĨƵŶĐƟŽŶĂůƐŝŐŶŝĮĐĂŶĐĞ͘ŶƟŽǆŝĚĂŶƚƐΘZĞĚŽǆ^ŝŐŶĂůŝŶŐ
ϭϳ͕ϭϭϮϰͲϭϭϲϬ͘
DŝĂŽz͕ >ǀ͕tĂŶŐW͕ tĂŶŐyͲ͕ŚĞŶ:͕DŝĂŽ͕^ŽŶŐͲW͘ ϮϬϬϲ͘ŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞƉĞƌŽǆŝĚĂƐĞ
ĨƵŶĐƟŽŶƐĂƐďŽƚŚĂƌĞĚŽǆƚƌĂŶƐĚƵĐĞƌĂŶĚĂƐĐĂǀĞŶŐĞƌŝŶĂďƐĐŝƐŝĐĂĐŝĚĂŶĚĚƌŽƵŐŚƚƐƚƌĞƐƐƌĞƐƉŽŶƐĞƐ͘WůĂŶƚ
Ğůůϭϴ͕ϮϳϰϵͲϮϳϲϲ͘
DŝĚŽƌŝŬĂǁĂd͕ ŶĚŽǁ:<͕ƵĨŽƵƌ:͕ŚƵ:͕ /ŶŽƵĞ<͘ϮϬϭϰ͘WůĂƐƟĚŝĐƚǇƉĞ/ƐŝŐŶĂůƉĞƉƟĚĂƐĞϭŝƐĂƌĞĚŽǆͲ
ĚĞƉĞŶĚĞŶƚƚŚǇůĂŬŽŝĚĂůƉƌŽĐĞƐƐŝŶŐƉĞƉƟĚĂƐĞ͘WůĂŶƚ:ŽƵƌŶĂůϴϬ͕ϱϵϮͲϲϬϯ͘
ϭϵϬ
ŚĂƉƚĞƌϵ
DŝůůƐ'͘ϭϵϱϳ͘,ĞŵŽŐůŽďŝŶĐĂƚĂďŽůŝƐŵ͗/͘'ůƵƚĂƚŚŝŽŶĞƉĞƌŽǆŝĚĂƐĞ͕ĂŶĞƌǇƚŚƌŽĐǇƚĞĞŶǌǇŵĞǁŚŝĐŚƉƌŽƚĞĐƚƐ
ŚĞŵŽŐůŽďŝŶĨƌŽŵŽǆŝĚĂƟǀĞďƌĞĂŬĚŽǁŶ͘:ŽƵƌŶĂůŽĨŝŽůŽŐŝĐĂůŚĞŵŝƐƚƌǇϮϮϵ͕ϭϴϵͲϭϵϳ͘
DŝƩůĞƌZ͕sĂŶĚĞƌĂƵǁĞƌĂ^͕'ŽůůĞƌǇD͕sĂŶƌĞƵƐĞŐĞŵ&͘ ϮϬϬϰ͘ZĞĂĐƟǀĞŽǆǇŐĞŶŐĞŶĞŶĞƚǁŽƌŬŽĨƉůĂŶƚƐ͘
dƌĞŶĚƐŝŶWůĂŶƚ^ĐŝĞŶĐĞϵ͕ϰϵϬͲϰϵϴ͘
DŝƩůĞƌZ͕sĂŶĚĞƌĂƵǁĞƌĂ^͕^ƵǌƵŬŝE͕DŝůůĞƌ'͕dŽŐŶĞƫs͕sĂŶĚĞƉŽĞůĞ<͕'ŽůůĞƌǇD͕^ŚƵůĂĞǀs͕sĂŶ
ƌĞƵƐĞŐĞŵ&͘ ϮϬϭϭ͘ZK^ƐŝŐŶĂůŝŶŐ͗ƚŚĞŶĞǁǁĂǀĞ͍dƌĞŶĚƐŝŶWůĂŶƚ^ĐŝĞŶĐĞϭϲ͕ϯϬϬͲϯϬϵ͘
DŽŶƚƌŝĐŚĂƌĚ&͕ ůŬŚĂůĮŽƵŝ&͕ zĂŶŽ,͕sĞŶƐĞůt,͕,ƵƌŬŵĂŶt:͕ƵĐŚĂŶĂŶ͘ϮϬϬϵ͘dŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶƚĂƌŐĞƚƐŝŶ
ƉůĂŶƚƐ͗dŚĞĮƌƐƚϯϬǇĞĂƌƐ͘:ŽƵƌŶĂůŽĨWƌŽƚĞŽŵŝĐƐϳϮ͕ϰϱϮͲϰϳϰ͘
DŽƌŝ/͕DƵƌĂƚĂz͕ zĂŶŐz͕ ĞƚĂů͘ϮϬϬϲ͘W<ƐW<ϲĂŶĚW<ϯĨƵŶĐƟŽŶŝŶƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨŐƵĂƌĚĐĞůů^ͲƚǇƉĞ
ĂŶŝŽŶͲĂŶĚĂϮнͲƉĞƌŵĞĂďůĞĐŚĂŶŶĞůƐĂŶĚƐƚŽŵĂƚĂůĐůŽƐƵƌĞ͘W>Ž^ŝŽůŽŐǇϰ͕ĞϯϮϳ͘
DŽƚŽŚĂƐŚŝ<͕<ŽŶĚŽŚ͕^ƚƵŵƉƉDd͕ ,ŝƐĂďŽƌŝ d͘ ϮϬϬϭ͘ŽŵƉƌĞŚĞŶƐŝǀĞƐƵƌǀĞǇŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐƚĂƌŐĞƚĞĚďǇ
ĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶ͘WƌŽĐĞĞĚŝŶŐƐŽĨƚŚĞEĂƟŽŶĂůĐĂĚĞŵǇŽĨ^ĐŝĞŶĐĞƐŽĨƚŚĞhŶŝƚĞĚ^ƚĂƚĞƐŽĨŵĞƌŝĐĂ
ϵϴ͕ϭϭϮϮϰͲϭϭϮϮϵ͘
DŽƚŽŚĂƐŚŝ<͕<ŽǇĂŵĂ&͕ EĂŬĂŶŝƐŚŝ z͕ hĞŽŬĂͲEĂŬĂŶŝƐŚŝ,͕,ŝƐĂďŽƌŝ d͘ ϮϬϬϯ͘ŚůŽƌŽƉůĂƐƚĐǇĐůŽƉŚŝůŝŶ ŝƐĂ
ƚĂƌŐĞƚƉƌŽƚĞŝŶŽĨƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶͲdŚŝŽůŵŽĚƵůĂƟŽŶŽĨƚŚĞƉĞƉƟĚǇůͲƉƌŽůǇůĐŝƐͲƚƌĂŶƐŝƐŽŵĞƌĂƐĞĂĐƟǀŝƚǇ͘:ŽƵƌŶĂů
ŽĨŝŽůŽŐŝĐĂůŚĞŵŝƐƚƌǇϮϳϴ͕ϯϭϴϰϴͲϯϭϴϱϮ͘
DŽƵ͕&ĂŶt͕ŽŶŐy͘ϮϬϬϯ͘ /ŶĚƵĐĞƌƐŽĨƉůĂŶƚƐǇƐƚĞŵŝĐĂĐƋƵŝƌĞĚƌĞƐŝƐƚĂŶĐĞƌĞŐƵůĂƚĞEWZϭĨƵŶĐƟŽŶ
ƚŚƌŽƵŐŚƌĞĚŽǆĐŚĂŶŐĞƐ͘Ğůůϭϭϯ͕ϵϯϱͲϵϰϰ͘
DƵƐƚĂĨĂ<͕'ĂĚĂůůĂDD͕^ ĞŶE͕ĞƚĂů͘ϮϬϬϵ͘,Ϯ^ƐŝŐŶĂůƐƚŚƌŽƵŐŚƉƌŽƚĞŝŶ^ ͲƐƵůĬǇĚƌĂƟŽŶ͘^ ĐŝĞŶĐĞ^ ŝŐŶĂůŝŶŐ
Ϯ͕ƌĂϳϮ͘
EĂŬĂŶŽz͕ ƐĂĚĂ<͘ϭϵϴϭ͘,ǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞŝƐƐĐĂǀĞŶŐĞĚďǇĂƐĐŽƌďĂƚĞͲƐƉĞĐŝĮĐƉĞƌŽǆŝĚĂƐĞŝŶƐƉŝŶĂĐŚ
ĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚƐ͘WůĂŶƚĂŶĚĞůůWŚǇƐŝŽůŽŐǇϮϮ͕ϴϲϳͲϴϴϬ͘
EĂǀƌŽƚE͕ZŽƵŚŝĞƌE͕'ĞůŚĂǇĞ͕:ĂĐƋƵŽƚ:ͲW͘ ϮϬϬϳ͘ZĞĂĐƟǀĞŽǆǇŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐŐĞŶĞƌĂƟŽŶĂŶĚĂŶƟŽǆŝĚĂŶƚ
ƐǇƐƚĞŵƐŝŶƉůĂŶƚŵŝƚŽĐŚŽŶĚƌŝĂ͘WŚǇƐŝŽůŽŐŝĂWůĂŶƚĂƌƵŵϭϮϵ͕ϭϴϱͲϭϵϱ͘
EĚĂŵƵŬŽŶŐ/͕ůďĚĂůůĂƚ͕dŚƵƌŽǁ͕&ŽĚĞ͕ĂŶĚĞƌD͕tĞŝŐĞůZ͕'Ăƚǌ͘ϮϬϬϳ͘^ ͲŝŶĚƵĐŝďůĞƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ
ŐůƵƚĂƌĞĚŽǆŝŶŝŶƚĞƌĂĐƚƐǁŝƚŚd'ĨĂĐƚŽƌƐĂŶĚƐƵƉƉƌĞƐƐĞƐ:ͲƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞW&ϭ͘ϮƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶ͘WůĂŶƚ:ŽƵƌŶĂů
ϱϬ͕ϭϮϴͲϭϯϵ͘
KƌŽǌĐŽͲĂƌĚĞŶĂƐD͕ZǇĂŶ͘ϭϵϵϵ͘,ǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞ ŝƐŐĞŶĞƌĂƚĞĚƐǇƐƚĞŵŝĐĂůůǇ ŝŶƉůĂŶƚ ůĞĂǀĞƐďǇ
ǁŽƵŶĚŝŶŐĂŶĚƐǇƐƚĞŵŝŶǀŝĂƚŚĞŽĐƚĂĚĞĐĂŶŽŝĚƉĂƚŚǁĂǇ͘WƌŽĐĞĞĚŝŶŐƐŽĨƚŚĞEĂƟŽŶĂůĐĂĚĞŵǇŽĨ^ĐŝĞŶĐĞƐ
ŽĨƚŚĞhŶŝƚĞĚ^ƚĂƚĞƐŽĨŵĞƌŝĐĂϵϲ͕ϲϱϱϯͲϲϱϱϳ͘
WĂƌŬ^Ͳt͕>ŝt͕sŝĞŚŚĂƵƐĞƌ͕ĞƚĂů͘ϮϬϭϯ͘ǇĐůŽƉŚŝůŝŶϮϬͲϯƌĞůĂǇƐĂϭϮͲŽǆŽͲƉŚǇƚŽĚŝĞŶŽŝĐĂĐŝĚƐŝŐŶĂůĚƵƌŝŶŐ
ƐƚƌĞƐƐƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨĐĞůůƵůĂƌƌĞĚŽǆŚŽŵĞŽƐƚĂƐŝƐ͘WƌŽĐĞĞĚŝŶŐƐŽĨƚŚĞEĂƟŽŶĂůĐĂĚĞŵǇŽĨ
^ĐŝĞŶĐĞƐŽĨƚŚĞhŶŝƚĞĚ^ƚĂƚĞƐŽĨŵĞƌŝĐĂϭϭϬ͕ϵϱϱϵͲϵϱϲϰ͘
WĂƌŬ^ Ͳz͕ &ƵŶŐW͕ EŝƐŚŝŵƵƌĂE͕ĞƚĂů͘ϮϬϬϵ͘ďƐĐŝƐŝĐĂĐŝĚŝŶŚŝďŝƚƐWWϮƐǀŝĂƚŚĞWzZͬWz>ĨĂŵŝůǇŽĨͲďŝŶĚŝŶŐ
^dZdƉƌŽƚĞŝŶƐ͘^ĐŝĞŶĐĞϯϮϰ͕ϭϬϲϴͲϭϬϳϭ͘
WĂƵů͕^ŶǇĚĞƌ^,͘ϮϬϭϮ͘,Ϯ^ƐŝŐŶĂůůŝŶŐƚŚƌŽƵŐŚƉƌŽƚĞŝŶƐƵůĬǇĚƌĂƟŽŶĂŶĚďĞǇŽŶĚ͘EĂƚƵƌĞZĞǀŝĞǁƐ
ϭϵϭ
E
DŽůĞĐƵůĂƌĞůůŝŽůŽŐǇϭϯ͕ϰϵϵͲϱϬϳ͘
WĂƵǁĞůƐ>͕'ŽŽƐƐĞŶƐ͘ϮϬϭϭ͘dŚĞ:ƉƌŽƚĞŝŶƐ͗ĂĐƌƵĐŝĂů ŝŶƚĞƌĨĂĐĞŝŶƚŚĞũĂƐŵŽŶĂƚĞƐŝŐŶĂůŝŶŐĐĂƐĐĂĚĞ͘
WůĂŶƚĞůůϮϯ͕ϯϬϴϵͲϯϭϬϬ͘
WĞŝͲD͕DƵƌĂƚĂz͕ ĞŶŶŝŶŐ'͕dŚŽŵŝŶĞ^ ͕<ůƺƐĞŶĞƌ͕ůůĞŶ':͕'ƌŝůů͕^ ĐŚƌŽĞĚĞƌ:/͘ϮϬϬϬ͘ĂůĐŝƵŵĐŚĂŶŶĞůƐ
ĂĐƟǀĂƚĞĚďǇŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞŵĞĚŝĂƚĞĂďƐĐŝƐŝĐĂĐŝĚƐŝŐŶĂůůŝŶŐŝŶŐƵĂƌĚĐĞůůƐ͘EĂƚƵƌĞϰϬϲ͕ϳϯϭͲϳϯϰ͘
WŝƚǌƐĐŚŬĞ͕ũĂŵĞŝ͕ŝƩŽŶ&͕ ,ŝƌƚ,͘ϮϬϬϵ͘ŵĂũŽƌƌŽůĞŽĨƚŚĞD<<ϭͲD<<ϭͬϮͲDW<ϰƉĂƚŚǁĂǇŝŶZK^
ƐŝŐŶĂůůŝŶŐ͘DŽůĞĐƵůĂƌWůĂŶƚϮ͕ϭϮϬͲϭϯϳ͘
WŽƚŽĐŬǉD͕:ŽŶĞƐD͕ĞǌǀŽĚĂZ͕^ ŵŝƌŶŽīE͕ĄƌƐŬǉs͘ ϮϬϬϳ͘ZĞĂĐƟǀĞŽǆǇŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐƉƌŽĚƵĐĞĚďǇEW,
ŽǆŝĚĂƐĞĂƌĞŝŶǀŽůǀĞĚŝŶƉŽůůĞŶƚƵďĞŐƌŽǁƚŚ͘EĞǁWŚǇƚŽůŽŐŝƐƚϭϳϰ͕ϳϰϮͲϳϱϭ͘
ZĞǇW͕ ĠĐƵǁĞE͕ĂƌƌĂƵůƚDͲ͕ZƵŵĞĂƵ͕,ĂǀĂƵǆD͕ŝƚĞĂƵ͕dŽůĞĚĂŶŽD͘ϮϬϬϳ͘dŚĞƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ
ƚŚĂůŝĂŶĂƐƵůĮƌĞĚŽǆŝŶŝƐĂƉůĂƐƟĚŝĐĐǇƐƚĞŝŶĞͲƐƵůĮŶŝĐĂĐŝĚƌĞĚƵĐƚĂƐĞŝŶǀŽůǀĞĚŝŶƚŚĞƉŚŽƚŽŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ
ƌĞƐƉŽŶƐĞ͘WůĂŶƚ:ŽƵƌŶĂůϰϵ͕ϱϬϱͲϱϭϰ͘
ZŝĐŚĂƌĚƐ^>͕>ĂŽŚĂǀŝƐŝƚ͕DŽƌƟŵĞƌ:͕^ŚĂďĂůĂ>͕^ǁĂƌďƌĞĐŬ^D͕^ŚĂďĂůĂ^͕ĂǀŝĞƐ:D͘ϮϬϭϰ͘ŶŶĞǆŝŶϭ
ƌĞŐƵůĂƚĞƐƚŚĞ,ϮKϮͲŝŶĚƵĐĞĚĐĂůĐŝƵŵƐŝŐŶĂƚƵƌĞŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐƚŚĂůŝĂŶĂƌŽŽƚƐ͘WůĂŶƚ:ŽƵƌŶĂůϳϳ͕ϭϯϲͲϭϰϱ͘
ZŽĐŚŽŶ͕ŽǇůĞ W͕ tŝŐŶĞƐ d͕ &ŽďĞƌƚWZ͕ĞƐƉƌĠƐ͘ϮϬϬϲ͘dŚĞĐŽĂĐƚŝǀĂƚŽƌ ĨƵŶĐƚŝŽŶŽĨƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ
EWZϭƌĞƋƵŝƌĞƐƚŚĞĐŽƌĞŽĨŝƚƐdͬWKĚŽŵĂŝŶĂŶĚƚŚĞŽǆŝĚĂƟŽŶŽĨͲƚĞƌŵŝŶĂůĐǇƐƚĞŝŶĞƐ͘WůĂŶƚĞůůϭϴ͕
ϯϲϳϬͲϯϲϴϱ͘
ZŽŽƐ'͕&ŽůŽƉƉĞE͕DĞƐƐĞŶƐ:͘ϮϬϭϯ͘hŶĚĞƌƐƚĂŶĚŝŶŐƚŚĞƉ<ĂŽĨƌĞĚŽǆĐǇƐƚĞŝŶĞƐ͗ƚŚĞŬĞǇƌŽůĞŽĨŚǇĚƌŽŐĞŶ
ďŽŶĚŝŶŐ͘ŶƟŽǆŝĚĂŶƚƐΘZĞĚŽǆ^ŝŐŶĂůŝŶŐϭϴ͕ϵϰͲϭϮϳ͘
ZŽŽƐ'͕DĞƐƐĞŶƐ:͘ϮϬϭϭ͘WƌŽƚĞŝŶƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚĨŽƌŵĂƟŽŶ͗&ƌŽŵĐĞůůƵůĂƌĚĂŵĂŐĞƚŽƌĞĚŽǆƌĞŐƵůĂƟŽŶ͘&ƌĞĞ
ZĂĚŝĐĂůŝŽůŽŐǇĂŶĚDĞĚŝĐŝŶĞϱϭ͕ϯϭϰͲϯϮϲ͘
^ĂŶĚĂůŝŽ>D͕&ĞƌŶĄŶĚĞǌsD͕ZƵƉĠƌĞǌ&>͕ĞůZşŽ>͘ϭϵϴϴ͘^ƵƉĞƌŽǆŝĚĞĨƌĞĞƌĂĚŝĐĂůƐĂƌĞƉƌŽĚƵĐĞĚŝŶ
ŐůǇŽǆǇƐŽŵĞƐ͘WůĂŶƚWŚǇƐŝŽůŽŐǇϴϳ͕ϭͲϰ͘
^ĂƚŽ͕^ĂƚŽz͕ &ƵŬĂŽz͕ ĞƚĂů͘ϮϬϬϵ͘dŚƌĞŽŶŝŶĞĂƚƉŽƐŝƟŽŶϯϬϲŽĨƚŚĞ<dϭƉŽƚĂƐƐŝƵŵĐŚĂŶŶĞůŝƐĞƐƐĞŶƟĂů
ĨŽƌĐŚĂŶŶĞůĂĐƟǀŝƚǇĂŶĚŝƐĂƚĂƌŐĞƚƐŝƚĞĨŽƌͲĂĐƟǀĂƚĞĚ^ ŶZ<ϮͬK^dϭͬ^ŶZ<Ϯ͘ϲƉƌŽƚĞŝŶŬŝŶĂƐĞ͘ŝŽĐŚĞŵŝĐĂů
:ŽƵƌŶĂůϰϮϰ͕ϰϯϵͲϰϰϴ͘
^ĐŚƺƌŵĂŶŶ W͕ ƵĐŚĂŶĂŶ͘ϮϬϬϴ͘dŚĞĨĞƌƌĞĚŽǆŝŶͬƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶƐǇƐƚĞŵŽĨŽǆǇŐĞŶŝĐƉŚŽƚŽƐǇŶƚŚĞƐŝƐ͘
ŶƟŽǆŝĚĂŶƚƐΘZĞĚŽǆ^ŝŐŶĂůŝŶŐϭϬ͕ϭϮϯϱͲϭϮϳϯ͘
^ŚĞŶz͕ ĂŶŽŶ͕ŚƌŝƐƚŽƉŚĞƌ͘ϮϬϬϭ͘ZEďŝŶĚŝŶŐͲƉƌŽƚĞŝŶƐŝŶƚĞƌĂĐƚƐƉĞĐŝĮĐĂůůǇǁŝƚŚƚŚĞƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ
ĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚƉƐďŵZEϱ͛ƵŶƚƌĂŶƐůĂƚĞĚƌĞŐŝŽŶŝŶĂƌĞĚŽǆͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚŵĂŶŶĞƌ͘ WůĂŶƚĂŶĚĞůůWŚǇƐŝŽůŽŐǇ
ϰϮ͕ϭϬϳϭͲϭϬϳϴ͘
^ŝƌŝĐŚĂŶĚƌĂ͕'Ƶ͕,Ƶ,Ͳ͕ĞƚĂů͘ϮϬϬϵ͘WŚŽƐƉŚŽƌǇůĂƟŽŶŽĨƚŚĞƌĂďŝĚŽƉƐŝƐƚƌďŽŚ&EW,ŽǆŝĚĂƐĞďǇ
K^dϭƉƌŽƚĞŝŶŬŝŶĂƐĞ͘&^>ĞƩĞƌƐϱϴϯ͕ϮϵϴϮͲϮϵϴϲ͘
^ŽďŽƩĂD͕>ŝŽƵt͕^ƚƂĐŬĞƌ^͕dĂůǁĂƌ͕KĞŚůĞƌD͕ZƵƉƉĞƌƚd͕ ^ĐŚĂƌĨE͕ŝĐŬdW͘ ϮϬϭϰ͘WĞƌŽǆŝƌĞĚŽǆŝŶͲϮ
ĂŶĚ^ddϯĨŽƌŵĂƌĞĚŽǆƌĞůĂǇĨŽƌ,ϮKϮƐŝŐŶĂůŝŶŐ͘EĂƚƵƌĞŚĞŵŝĐĂůŝŽůŽŐǇϭϬ͘ϭϬϯϴͬŶĐŚĞŵďŝŽ͘ϭϲϵϱ͘
^ŽŶŐ:͕^ƚĞŝŶĞďƌƵŶŶĞƌ/͕tĂŶŐy͕^ƚŽƵƚ^͕ZŽƵǆ^:͘ϮϬϬϲ͘ǆƚƌĂĐĞůůƵůĂƌdWŝŶĚƵĐĞƐƚŚĞĂĐĐƵŵƵůĂƟŽŶŽĨ
ϭϵϮ
ŚĂƉƚĞƌϵ
ƐƵƉĞƌŽǆŝĚĞǀŝĂEW,ŽǆŝĚĂƐĞƐŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ͘WůĂŶƚWŚǇƐŝŽůŽŐǇϭϰϬ͕ϭϮϮϮͲϭϮϯϮ͘
^ŽŶŐz͕ DŝĂŽz͕ ^ŽŶŐͲW͘ ϮϬϭϰ͘ĞŚŝŶĚƚŚĞƐĐĞŶĞƐ͗ƚŚĞƌŽůĞƐŽĨƌĞĂĐƟǀĞŽǆǇŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐŝŶŐƵĂƌĚĐĞůůƐ͘EĞǁ
WŚǇƚŽůŽŐŝƐƚϮϬϭ͕ϭϭϮϭͲϭϭϰϬ͘
^ƚƌĂĚĞƌ>͕DŽŶƌŽĞͲƵŐƵƐƚƵƐD͕ĂƌƚĞů͘ϮϬϬϴ͘dŚĞ/ZϱƉŚŽƐƉŚĂƚĂƐĞƉƌŽŵŽƚĞƐƌĂďŝĚŽƉƐŝƐĂƵǆŝŶ
ƌĞƐƉŽŶƐĞƐƚŚƌŽƵŐŚĂŶŽǀĞůŵĞĐŚĂŶŝƐŵĚŝƐƟŶĐƚĨƌŽŵd/ZϭͲŵĞĚŝĂƚĞĚƌĞƉƌĞƐƐŽƌĚĞŐƌĂĚĂƟŽŶ͘DWůĂŶƚ
ŝŽůŽŐǇϴ͕ϰϭ͘
dĂĚĂz͕ ^ƉŽĞů^,͕WĂũĞƌŽǁƐŬĂͲDƵŬŚƚĂƌ<͕DŽƵ͕^ŽŶŐ:͕tĂŶŐ͕ƵŽ:͕ŽŶŐy͘ϮϬϬϴ͘WůĂŶƚŝŵŵƵŶŝƚǇ
ƌĞƋƵŝƌĞƐĐŽŶĨŽƌŵĂƟŽŶĂůĐŚĂƌŐĞƐŽĨEWZϭǀŝĂ^ͲŶŝƚƌŽƐǇůĂƟŽŶĂŶĚƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶƐ͘^ĐŝĞŶĐĞϯϮϭ͕ϵϱϮͲϵϱϲ͘
dĂŬĂŚĂƐŚŝ&͕ zŽƐŚŝĚĂZ͕/ĐŚŝŵƵƌĂ<͕DŝǌŽŐƵĐŚŝd͕ ^ĞŽ^͕zŽŶĞǌĂǁĂD͕DĂƌƵǇĂŵĂ<͕zĂŵĂŐƵĐŚŝͲ^ŚŝŶŽǌĂŬŝ<͕
^ŚŝŶŽǌĂŬŝ<͘ϮϬϬϳ͘dŚĞŵŝƚŽŐĞŶͲĂĐƟǀĂƚĞĚƉƌŽƚĞŝŶŬŝŶĂƐĞĐĂƐĐĂĚĞD<<ϯͲDW<ϲŝƐĂŶŝŵƉŽƌƚĂŶƚƉĂƌƚŽĨƚŚĞ
ũĂƐŵŽŶĂƚĞƐŝŐŶĂůƚƌĂŶƐĚƵĐƟŽŶƉĂƚŚǁĂǇŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ͘WůĂŶƚĞůůϭϵ͕ϴϬϱͲϴϭϴ͘
dĂŬŝE͕^ĂƐĂŬŝͲ^ĞŬŝŵŽƚŽz͕ KďĂǇĂƐŚŝ d͕ ĞƚĂů͘ϮϬϬϱ͘ϭϮͲŽǆŽͲƉŚǇƚŽĚŝĞŶŽŝĐĂĐŝĚƚƌŝŐŐĞƌƐĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŽĨĂ
ĚŝƐƟŶĐƚƐĞƚŽĨŐĞŶĞƐĂŶĚƉůĂǇƐĂƌŽůĞŝŶǁŽƵŶĚͲŝŶĚƵĐĞĚŐĞŶĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ͘WůĂŶƚWŚǇƐŝŽůŽŐǇ
ϭϯϵ͕ϭϮϲϴͲϭϮϴϯ͘
dĞŵƉůĞƚŽŶ:͕ǇĞDͲ^͕ZĂĚǇ:͕yƵ&͕ ƌŽƐƐ:s͘ ϮϬϭϬ͘WƵƌŝĮĐĂƟŽŶŽĨƌĞǀĞƌƐŝďůǇŽǆŝĚŝǌĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐ;WZKWͿ
ƌĞǀĞĂůƐĂƌĞĚŽǆƐǁŝƚĐŚĐŽŶƚƌŽůůŝŶŐƉϯϴDWŬŝŶĂƐĞĂĐƟǀŝƚǇ͘W>Ž^KEϱ͕ĞϭϱϬϭϮ͘
dƌŝǀĞĚŝ<͕zĂĚĂǀ^͕sĂŝĚE͕dƵƚĞũĂE͘ϮϬϭϮ͘'ĞŶŽŵĞǁŝĚĞĂŶĂůǇƐŝƐŽĨǇĐůŽƉŚŝůŝŶŐĞŶĞĨĂŵŝůǇĨƌŽŵƌŝĐĞĂŶĚ
ƌĂďŝĚŽƉƐŝƐĂŶĚŝƚƐĐŽŵƉĂƌŝƐŽŶǁŝƚŚǇĞĂƐƚ͘WůĂŶƚ^ŝŐŶĂůŝŶŐΘĞŚĂǀŝŽƌϳ͕ϭϲϱϯͲϭϲϲϲ͘
hĞŽŬĂͲEĂŬĂŶŝƐŚŝ,͕^ĂǌƵŬĂd͕ EĂŬĂŶŝƐŚŝz͕ DĂĞƐŚŝŵĂD͕DŽƌŝ,͕,ŝƐĂďŽƌŝd͘ ϮϬϭϯ͘dŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶŚƌĞŐƵůĂƚĞƐ
ĐĂůĐŝƵŵĚĞƉĞŶĚĞŶƚƉƌŽƚĞŝŶŬŝŶĂƐĞƐŝŶƉůĂƐŵĂŵĞŵďƌĂŶĞƐ͘&^:ŽƵƌŶĂůϮϴϬ͕ϯϮϮϬͲϯϮϯϭ͘
sĂŚŝƐĂůƵd͕ <ŽůůŝƐƚ,͕tĂŶŐzͲ&͕ ĞƚĂů͘ϮϬϬϴ͘^>ϭŝƐƌĞƋƵŝƌĞĚĨŽƌƉůĂŶƚŐƵĂƌĚĐĞůů^ͲƚǇƉĞĂŶŝŽŶĐŚĂŶŶĞů
ĨƵŶĐƟŽŶŝŶƐƚŽŵĂƚĂůƐŝŐŶĂůůŝŶŐ͘EĂƚƵƌĞϰϱϮ͕ϰϴϳͲϰϵϭ͘
sĂŶ>ĂĞƌ<͕,ĂŵŝůƚŽŶ:͕DĞƐƐĞŶƐ:͘ϮϬϭϯ͘>ŽǁͲŵŽůĞĐƵůĂƌͲǁĞŝŐŚƚƚŚŝŽůƐ ŝŶƚŚŝŽůͲĚŝƐƵůĨŝĚĞĞǆĐŚĂŶŐĞ͘
ŶƟŽǆŝĚĂŶƚƐΘZĞĚŽǆ^ŝŐŶĂůŝŶŐϭϴ͕ϭϲϰϮͲϭϲϱϯ͘
tĂůŝĂ͕>ĞĞ:^͕tĂƐƚĞŶĞǇƐ'͕ůůŝƐ͘ϮϬϬϵ͘ƌĂďŝĚŽƉƐŝƐŵŝƚŽŐĞŶͲĂĐƟǀĂƚĞĚƉƌŽƚĞŝŶŬŝŶĂƐĞDW<ϭϴŵĞĚŝĂƚĞƐ
ĐŽƌƟĐĂůŵŝĐƌŽƚƵďƵůĞĨƵŶĐƟŽŶƐŝŶƉůĂŶƚĐĞůůƐ͘WůĂŶƚ:ŽƵƌŶĂůϱϵ͕ϱϲϱͲϱϳϱ͘
tĂƐǌĐǌĂŬ͕ŬƚĞƌ^ ͕ĞĐŬŚŽƵƚ͕ĞƚĂů͘ϮϬϭϰ͘^ ƵůĨĞŶŽŵĞŵŝŶŝŶŐŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐƚŚĂůŝĂŶĂ͘WƌŽĐĞĞĚŝŶŐƐŽĨƚŚĞ
EĂƟŽŶĂůĐĂĚĞŵǇŽĨ^ĐŝĞŶĐĞƐŽĨƚŚĞhŶŝƚĞĚ^ƚĂƚĞƐŽĨŵĞƌŝĐĂϭϭϭ͕ϭϭϱϰϱͲϭϭϱϱϬ͘
tŝƐĞZZ͕EĂǇůŽƌt͘ϭϵϴϳ͘ŚŝůůŝŶŐͲĞŶŚĂŶĐĞĚƉŚŽƚŽŽǆŝĚĂƟŽŶ͗ĞǀŝĚĞŶĐĞĨŽƌƚŚĞƌŽůĞŽĨƐŝŶŐůĞƚŽǆǇŐĞŶĂŶĚ
ƐƵƉĞƌŽǆŝĚĞŝŶƚŚĞďƌĞĂŬĚŽǁŶŽĨƉŝŐŵĞŶƚƐĂŶĚĞŶĚŽŐĞŶŽƵƐĂŶƟŽǆŝĚĂŶƚƐ͘WůĂŶƚWŚǇƐŝŽůŽŐǇϴϯ͕ϮϳϴͲϮϴϮ͘
tŝƚƵƐǌǇŷƐŬĂt͕'ĂųČǌŬĂ<͕ZƵƐĂĐǌŽŶĞŬ͕sĂŶĚĞƌĂƵǁĞƌĂ^͕sĂŶƌĞƵƐĞŐĞŵ &͕ <ĂƌƉŝŷƐŬŝ^͘ϮϬϭϯĂ͘
DƵůƟǀĂƌŝĂďůĞĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚĂůĐŽŶĚŝƟŽŶƐƉƌŽŵŽƚĞƉŚŽƚŽƐǇŶƚŚĞƟĐĂĚĂƉƚĂƟŽŶƉŽƚĞŶƟĂů ŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ
ƚŚĂůŝĂŶĂ͘:ŽƵƌŶĂůŽĨWůĂŶƚWŚǇƐŝŽůŽŐǇϭϳϬ͕ϱϰϴͲϱϱϵ͘
tŝƚƵƐǌǇŷƐŬĂt͕_ůĞƐĂŬ/͕sĂŶĚĞƌĂƵǁĞƌĂ^ ͕ĞƚĂů͘ϮϬϭϯď͘>^/KE^ /Dh>d/E'/^^ϭ͕E,E/^^
^h^Wd//>/dzϭ͕ĂŶĚW,zdK>y/E&//EdϰĐŽŶĚŝƟŽŶĂůůǇƌĞŐƵůĂƚĞĐĞůůƵůĂƌƐŝŐŶĂůŝŶŐŚŽŵĞŽƐƚĂƐŝƐ͕
ƉŚŽƚŽƐǇŶƚŚĞƐŝƐ͕ǁĂƚĞƌƵƐĞĞĸĐŝĞŶĐǇ͕ ĂŶĚƐĞĞĚǇŝĞůĚŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ͘WůĂŶƚWŚǇƐŝŽůŽŐǇϭϲϭ͕ϭϳϵϱͲϭϴϬϱ͘
ϭϵϯ
E
tƌǌĂĐǌĞŬD͕ƌŽƐĐŚĠD͕<ĂŶŐĂƐũćƌǀŝ:͘ϮϬϭϯ͘ZK^ƐŝŐŶĂůŝŶŐůŽŽƉƐʹƉƌŽĚƵĐƟŽŶ͕ƉĞƌĐĞƉƟŽŶ͕ƌĞŐƵůĂƟŽŶ͘
ƵƌƌĞŶƚKƉŝŶŝŽŶŝŶWůĂŶƚŝŽůŽŐǇϭϲ͕ϱϳϱͲϱϴϮ͘
tƌǌĂĐǌĞŬD͕sĂŝŶŽŶĞŶ:W͕ ^ƚĂĞů^͕ĞƚĂů͘ϮϬϭϰ͘'Z/DZWZƉĞƉƟĚĞďŝŶĚƐƚŽƌĞĐĞƉƚŽƌŬŝŶĂƐĞWZ<ϱƚŽ
ƚƌŝŐŐĞƌĐĞůůĚĞĂƚŚŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ͘DK:ŽƵƌŶĂůϭϬ͘ϭϱϮϱϮͬĞŵďũ͘ϮϬϭϰϴϴϱϴϮ͘
tƵz͕ ŚĂŶŐ͕ŚƵ:z͕ ŽǇůĞW͕ tĂŶŐz͕ ƌŝŶĚůĞ/͕Ğ>ƵĐĂs͕ĞƐƉƌĠƐ͘ϮϬϭϮ͘dŚĞƌĂďŝĚŽƉƐŝƐEWZϭ
ƉƌŽƚĞŝŶŝƐĂƌĞĐĞƉƚŽƌĨŽƌƚŚĞƉůĂŶƚĚĞĨĞŶƐĞŚŽƌŵŽŶĞƐĂůŝĐǇůŝĐĂĐŝĚ͘ĞůůZĞƉŽƌƚƐϭ͕ϲϯϵͲϲϰϳ͘
yŝĞ<͕ŚĞŶ:͕tĂŶŐY͕zĂŶŐz͘ ϮϬϭϰ͘ŝƌĞĐƚƉŚŽƐƉŚŽƌǇůĂƟŽŶĂŶĚĂĐƟǀĂƟŽŶŽĨĂŵŝƚŽŐĞŶͲĂĐƟǀĂƚĞĚƉƌŽƚĞŝŶ
ŬŝŶĂƐĞďǇĂĐĂůĐŝƵŵͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚƉƌŽƚĞŝŶŬŝŶĂƐĞŝŶƌŝĐĞ͘WůĂŶƚĞůůϮϲ͕ϯϬϳϳͲϯϬϴϵ͘
yƵY͕&Ƶ,Ͳ,͕'ƵƉƚĂZ͕>ƵĂŶ^ ͘ϭϵϵϴ͘DŽůĞĐƵůĂƌĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĂƟŽŶŽĨĂƚǇƌŽƐŝŶĞͲƐƉĞĐŝĮĐƉƌŽƚĞŝŶƉŚŽƐƉŚĂƚĂƐĞ
ĞŶĐŽĚĞĚďǇĂƐƚƌĞƐƐͲƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞŐĞŶĞŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ͘WůĂŶƚĞůůϭϬ͕ϴϰϵͲϴϱϳ͘
zŽŚŶ͕ŽŚĞŶ͕ZŽƐĐŚ͕<ƵĐŚŬĂDZ͕DĂǇĮĞůĚ^W͘ ϭϵϵϴ͘dƌĂŶƐůĂƟŽŶŽĨƚŚĞĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚƉƐďŵZE
ƌĞƋƵŝƌĞƐƚŚĞŶƵĐůĞĂƌͲĞŶĐŽĚĞĚƉŽůǇ;ͿͲďŝŶĚŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶ͕Zϰϳ͘:ŽƵƌŶĂůŽĨĞůůŝŽůŽŐǇϭϰϮ͕ϰϯϱͲϰϰϮ͘
zƵD͕>ĂŵĂƚƚŝŶĂ>͕^ƉŽĞů^,͕>ŽĂŬĞ':͘ϮϬϭϰ͘EŝƚƌŝĐŽǆŝĚĞĨƵŶĐƚŝŽŶ ŝŶƉůĂŶƚďŝŽůŽŐǇ͗ĂƌĞĚŽǆĐƵĞ ŝŶ
ĚĞĐŽŶǀŽůƵƟŽŶ͘EĞǁWŚǇƚŽůŽŐŝƐƚϮϬϮ͕ϭϭϰϮͲϭϭϱϲ͘
ĂīĂŐŶŝŶŝD͕ĞĚŚŽŵŵĞD͕DĂƌĐŚĂŶĚ,͕DŽƌŝƐƐĞ^͕dƌŽƐƚW͕ >ĞŵĂŝƌĞ^͘ϮϬϭϮ͘ZĞĚŽǆƌĞŐƵůĂƟŽŶŝŶ
ƉŚŽƚŽƐǇŶƚŚĞƟĐŽƌŐĂŶŝƐŵƐ͗ĨŽĐƵƐŽŶŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƟŽŶ͘ŶƟŽǆŝĚĂŶƚƐΘZĞĚŽǆ^ŝŐŶĂůŝŶŐϭϲ͕ϱϲϳͲϱϴϲ͘
ĂƌĞƉŽƵƌD͕<ĂƐƉĂƌŝ<͕^ƚĂŐŐĞ^͕ZĞƚŚŵĞŝĞƌZ͕DĞŶĚĞůZZ͕ŝƩŶĞƌ &͘ ϮϬϭϬ͘yĂŶƚŚŝŶĞĚĞŚǇĚƌŽŐĞŶĂƐĞ
ƚy,ϭĨƌŽŵƌĂďŝĚŽƉƐŝƐƚŚĂůŝĂŶĂŝƐĂƉŽƚĞŶƚƉƌŽĚƵĐĞƌŽĨƐƵƉĞƌŽǆŝĚĞĂŶŝŽŶƐǀŝĂŝƚƐE,ŽǆŝĚĂƐĞĂĐƟǀŝƚǇ͘
WůĂŶƚDŽůĞĐƵůĂƌŝŽůŽŐǇϳϮ͕ϯϬϭͲϯϭϬ͘
ŚĂŶŐ&͕ ^ƚƌĂŶĚ͕ZŽďďŝŶƐ͕ŽďďD,͕'ŽůĚƐŵŝƚŚ:͘ϭϵϵϰ͘ƚŽŵŝĐƐƚƌƵĐƚƵƌĞŽĨƚŚĞDWŬŝŶĂƐĞZ<ϮĂƚ
Ϯ͘ϯƌĞƐŽůƵƟŽŶ͘EĂƚƵƌĞϯϲϳ͕ϳϬͲϳϭϭ͘
ŚŽƵ:͕yŝĂyͲ:͕ŚŽƵzͲ,͕^Śŝ<͕ŚĞŶ͕zƵ:ͲY͘ϮϬϭϰ͘ZK,ϭͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚ,ϮKϮƉƌŽĚƵĐƟŽŶĂŶĚƐƵďƐĞƋƵĞŶƚ
ĂĐƟǀĂƟŽŶŽĨDW<ϭͬϮƉůĂǇĂŶŝŵƉŽƌƚĂŶƚƌŽůĞŝŶĂĐĐůŝŵĂƟŽŶͲŝŶĚƵĐĞĚĐƌŽƐƐͲƚŽůĞƌĂŶĐĞŝŶƚŽŵĂƚŽ͘:ŽƵƌŶĂůŽĨ
ǆƉĞƌŝŵĞŶƚĂůŽƚĂŶǇϲϱ͕ϱϵϱͲϲϬϳ͘
ŚƵ^Ͳz͕ zƵyͲ͕tĂŶŐyͲ:͕ĞƚĂů͘ϮϬϬϳ͘dǁŽĐĂůĐŝƵŵͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚƉƌŽƚĞŝŶŬŝŶĂƐĞƐ͕W<ϰĂŶĚW<ϭϭ͕ƌĞŐƵůĂƚĞ
ĂďƐĐŝƐŝĐĂĐŝĚƐŝŐŶĂůƚƌĂŶƐĚƵĐƟŽŶŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ͘WůĂŶƚĞůůϭϵ͕ϯϬϭϵͲϯϬϯϲ͘
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&ŝŐ͘ϭ͘dŚĞ ŝŵƉĂĐƚŽĨ,2O2ŽŶƉůĂŶƚĐĞůůƐ͘ ;ͿWƌŽĚƵĐƚŝŽŶ
ĂŶĚ ĞŶǌǇŵĂƚŝĐ ƐĐĂǀĞŶŐŝŶŐ ŽĨ ,2O2͘ ^K͕ ƐƵƉĞƌŽǆŝĚĞ
ĚŝƐŵƵƚĂƐĞ͖Wƌǆ͕ƉĞƌŽǆŝƌĞĚŽǆŝŶ͖d͕ ĐĂƚĂůĂƐĞ͖'Z͕ŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ
ƌĞĚƵĐƚĂƐĞ͖'Wy͕ŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞƉĞƌŽǆŝĚĂƐĞ͖Wy͕ĂƐĐŽƌďĂƚĞ
ƉĞƌŽǆŝĚĂƐĞ͖DZ͕ŵŽŶŽĚĞŚǇĚƌŽĂƐĐŽƌďĂƚĞƌĞĚƵĐƚĂƐĞ͖,Z͕
ĚĞŚǇĚƌŽĂƐĐŽƌďĂƚĞƌĞĚƵĐƚĂƐĞ͕^ƌǆ͕ƐƵůĮƌĞĚŽǆŝŶ͘ĚĂƉƚĞĚĨƌŽŵ
ŝĞƚǌ ;ϮϬϭϭͿĂŶĚDŝƚƚůĞƌĞƚĂů͘ ;ϮϬϬϰͿ͘ ;ͿKǆŝĚĂƚŝǀĞƉŽƐƚͲ
ƚƌĂŶƐůĂƚŝŽŶĂůŵŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶƐŽĨĐǇƐƚĞŝŶĞ ƌĞƐŝĚƵĞƐ͕ĂĚĂƉƚĞĚ
ĨƌŽŵZŽŽƐĂŶĚDĞƐƐĞŶƐ;ϮϬϭϭͿ͘;Ϳ>ŝŐŚƚͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚƌĞĚƵĐƟŽŶ
ŽĨƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶƐǁŝƚŚŝŶƚŚĞĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚ͘&Ěǆ͕ĨĞƌƌŽĚŽǆŝŶ͖&dZ͕
ĨĞƌƌŽĚŽǆŝŶͲƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶƌĞĚƵĐƚĂƐĞ͖EdZ͕EW,ͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚ
ƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶ ƌĞĚƵĐƚĂƐĞ͕&EZ͕ ĨĞƌƌŽĚŽǆŝŶͲEWнƌĞĚƵĐƚĂƐĞ͘
&ŝŐ͘Ϯ͘^ĐŚĞŵĂƚŝĐƌĞƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶŽĨĐǇƐƚĞŝŶĞƉŽƐƚͲ
ƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐŝŶŐƵĂƌĚĐĞůůƐŝŐŶĂůŝŶŐ͘ 
ZĞĚĂƌƌŽǁƐŝŶĚŝĐĂƚĞƌĞĂĐƟŽŶƐŝŶǀŽůǀŝŶŐƚŚŝŽůͬĚŝƐƵůĮĚĞ
exchange. For description of abbreviations and 
ƐƉĞĐŝĮĐƌĞŐƵůĂƚŽƌǇĞǀĞŶƚƐ͕ǁĞƌĞĨĞƌƚŽƚŚĞŵĂŝŶƚĞǆƚ͘
&ŝŐ͘ ϯ͘ ^ĐŚĞŵĂƚŝĐ ƌĞƉƌĞƐĞŶƚĂƚŝŽŶ ŽĨEWZϭͲďĂƐĞĚ ƉůĂŶƚ
ŝŵŵƵŶĞ ƐŝŐŶĂůŝŶŐ͘ Upon pathogen infection and initial 
ŽǆŝĚĂƟǀĞďƵƌƐƚ͕ƚŚĞĐǇƚŽƉůĂƐŵŐĞƚƐƌĞĚƵĐĞĚďǇĐĞůůĂŶƟŽǆŝĚĂŶƚ
ƐǇƐƚĞŵƐ͘dŚŝƐ ůĞĂĚƐƚŽƚŚĞŵŽŶŽŵĞƌŝǌĂƟŽŶŽĨƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĂů
ĐŽͲĂĐƚŝǀĂƚŽƌEWZϭĂŶĚ ŝƚƐ ƐƵďƐĞƋƵĞŶƚ ƚƌĂŶƐůŽĐĂƚŝŽŶ ƚŽ ƚŚĞ
ŶƵĐůĞƵƐ͘hƉŽŶ ŝŵƉŽƌƚ͕EWZϭ ŝŶƚĞƌĂĐƚƐǁŝƚŚ ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŝŽŶĂů
ƌĞƉƌĞƐƐŽƌƐ d'ϮͬϱͬϲĂŶĚĚĞͲƌĞƉƌĞƐƐĞƐ ƚŚĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŽĨ
ƉĂƚŚŽŐĞŶĞƐŝƐͲƌĞůĂƚĞĚ ;WZͿŐĞŶĞƐ͘ŝŶĚŝŶŐǁŝƚŚd'ϭͬϰ ŝƐ
ƉƌŽŵŽƚĞĚďǇ^ŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƚŝŽŶͬ^ͲŶŝƚƌŽƐǇůĂƚŝŽŶŽĨƚŚĞŝƌǇƐ
ƌĞƐŝĚƵĞƐĂŶĚƌĞƐƵůƚƐ ŝŶƚŚĞĂĐƟǀĂƟŽŶŽĨWZŐĞŶĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ͘
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EhDϮ͘z^d/E^hEZZK^dd</EW>Ed^͗WZKdKD/^
s/t
^ĂůŵĂŬƚĞƌϭ͕Ϯ͕ϯ͕ϰ͕ϱ͕ϴ͕Α͕ĞǌĂƌǇtĂƐǌĐǌĂŬϭ͕Ϯ͕ϯ͕ϰ͕ϱ͕Α͕η͕:ŝŶŐũŝŶŐ,ƵĂŶŐϯ͕ϰ͕ϱ͕^ŝůŬĞ:ĂĐƋƵĞƐϭ͕Ϯ͕ϲ͕ϳ͕Kris Gevaertϲ͕ϳ͕&ƌĂŶŬ
Van Breusegemϭ͕Ϯ͕Ύ͕ and Joris Messensϯ͕ϰ͕ϱ͕Ύ
ϭĞƉĂƌƚŵĞŶƚŽĨWůĂŶƚ^ǇƐƚĞŵƐŝŽůŽŐǇ͕ s/͕ϵϬϱϮ'ŚĞŶƚ͕ĞůŐŝƵŵ͖ϮĞƉĂƌƚŵĞŶƚŽĨWůĂŶƚŝŽƚĞĐŚŶŽůŽŐǇ
ĂŶĚŝŽŝŶĨŽƌŵĂƟĐƐ͕'ŚĞŶƚhŶŝǀĞƌƐŝƚǇ͕ϵϬϱϮ'ŚĞŶƚ͕ĞůŐŝƵŵ͖ϯ^ƚƌƵĐƚƵƌĂůŝŽůŽŐǇZĞƐĞĂƌĐŚĞŶƚĞƌ͕ s/͕
ϭϬϱϬƌƵƐƐĞůƐ͕ĞůŐŝƵŵ͖ϰƌƵƐƐĞůƐĞŶƚĞƌĨŽƌZĞĚŽǆŝŽůŽŐǇ͕ ϭϬϱϬƌƵƐƐĞůƐ͕ĞůŐŝƵŵ͖ϱ^ƚƌƵĐƚƵƌĂůŝŽůŽŐǇ
ƌƵƐƐĞůƐ͕sƌŝũĞhŶŝǀĞƌƐŝƚĞŝƚƌƵƐƐĞů͕ϭϬϱϬƌƵƐƐĞůƐ͕ĞůŐŝƵŵ͖ϲĞƉĂƌƚŵĞŶƚŽĨDĞĚŝĐĂůWƌŽƚĞŝŶZĞƐĞĂƌĐŚ͕
s/͕ϵϬϬϬ'ĞŶƚ͕ĞůŐŝƵŵ͖ϳĞƉĂƌƚŵĞŶƚŽĨŝŽĐŚĞŵŝƐƚƌǇ͕ 'ŚĞŶƚhŶŝǀĞƌƐŝƚǇ͕ ϵϬϬϬ'ĞŶƚ͕ĞůŐŝƵŵ͖ϴ&ĂĐƵůƚǇ
ŽĨŝŽůŽŐŝĐĂů^ĐŝĞŶĐĞƐ͕hŶŝǀĞƌƐŝƚǇŽĨŚĂŬĂ͕ϭϬϬϬŚĂŬĂ͕ĂŶŐůĂĚĞƐŚ
ΑdŚĞƐĞĂƵƚŚŽƌƐĐŽŶƚƌŝďƵƚĞĚĞƋƵĂůůǇƚŽƚŚŝƐǁŽƌŬ͘
ηƉƌĞƐĞŶƚĂĚĚƌĞƐƐ͗ŝǀŝƐŝŽŶŽĨWůĂŶƚŝŽůŽŐǇ͕ĞƉĂƌƚŵĞŶƚŽĨŝŽƐĐŝĞŶĐĞƐ͕hŶŝǀĞƌƐŝƚǇŽĨ,ĞůƐŝŶŬŝ͕ϬϬϬϭϰ
,ĞůƐŝŶŬŝ͕&ŝŶůĂŶĚ
ΎdŽǁŚŽŵĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚĞŶĐĞƐŚŽƵůĚďĞĂĚĚƌĞƐƐĞĚ͗ͲŵĂŝů͗ũŽƌŝƐ͘ŵĞƐƐĞŶƐΛǀŝďͲǀƵď͘ďĞ͖
ĨƌĂŶŬ͘ǀĂŶďƌĞƵƐĞŐĞŵΛƉƐď͘ǀŝďͲƵŐĞŶƚ͘ďĞ͘
ͲŵĂŝůĂĚĚƌĞƐƐĞƐ͗^ĂůŵĂŬƚĞƌ͖͗ƐĂĂŬƚΛƉƐď͘ǀŝďͲƵŐĞŶƚ͘ďĞ͖ĞǌĂƌǇtĂƐǌĐǌĂŬ͗ĐĞǌĂƌǇ͘ǁĂƐǌĐǌĂŬΛŚĞůƐŝŶŬŝ͘
Į͖:ŝŶŐũŝŶŐ,ƵĂŶŐ͗ ũŝŚƵĂΛƉƐď͘ǀŝďͲƵŐĞŶƚ͘ďĞ͖^ŝůŬĞ:ĂĐƋƵĞƐ͗ƐŝũĂĐΛƉƐď͘ǀŝďͲƵŐĞŶƚ͘ďĞ͖<ƌŝƐ'ĞǀĂĞƌƚ͗<ƌŝƐ͘
'ĞǀĂĞƌƚΛh'ĞŶƚ͘ďĞ
Corresponding authors:
&ƌĂŶŬsĂŶƌĞƵƐĞŐĞŵ
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Joris Messens
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WůĂŶƚƐŐĞŶĞƌĂƚĞƌĞĂĐƟǀĞŽǆǇŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐ;ZK^ͿĂƐƉĂƌƚŽĨƚŚĞŝƌŵĞƚĂďŽůŝƐŵĂŶĚĂƐƌĞƐƉŽŶƐĞƚŽǀĂƌŝŽƵƐ
ĞǆƚĞƌŶĂůƐƚƌĞƐƐĨĂĐƚŽƌƐ͕ƉŽƚĞŶƟĂůůǇĐĂƵƐŝŶŐƐŝŐŶŝĮĐĂŶƚĚĂŵĂŐĞƚŽĐĞůůƐƚƌƵĐƚƵƌĞƐ͕ŬŶŽǁŶĂƐŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ͘
ƵƌŝŶŐƚŚĞĐŽƵƌƐĞŽĨĞǀŽůƵƟŽŶ͕ƉůĂŶƚƐŚĂǀĞĂĚĂƉƚĞĚƚŽƚŚŝƐZK^ƚŽǆŝĐŝƚǇ͕ ĂŶĚƚŽĚĂǇ͕ ƉůĂŶƚƐƵƐĞZK^ĂƐĂ
ƐŝŐŶĂůŝŶŐŵĞƐƐĞŶŐĞƌƚŚĂƚĂĐƟǀĂƚĞƐĚĞĨĞŶƐĞƌĞƐƉŽŶƐĞƐ͘ǇƐƚĞŝŶĞ;ǇƐͿƌĞƐŝĚƵĞƐŝŶƉƌŽƚĞŝŶƐĂƌĞŽŶĞŽĨƚŚĞ
ƐĞŶƐŝƟǀĞƚĂƌŐĞƚƐĨŽƌZK^ͲŵĞĚŝĂƚĞĚƉŽƐƚͲƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐ;WdDƐͿ͕ĂŶĚƚŚĞǇŚĂǀĞďĞĐŽŵĞĂ
ĐƌƵĐŝĂůŬĞǇƌĞƐŝĚƵĞĨŽƌZK^ƐŝŐŶĂůŝŶŐƐƚƵĚŝĞƐ͘dŚĞƌĞĂĐƟǀŝƚǇŽĨǇƐƌĞƐŝĚƵĞƐƚŽǁĂƌĚZK^ĂŶĚƚŚĞƉŽƐƐŝďŝůŝƚǇ
ƚŽďĞƉƌĞƐĞŶƚŝŶĚŝīĞƌĞŶƚŽǆŝĚĂƟŽŶƐƚĂƚĞƐƉĞƌŵŝƚƚŚĞŵƚŽĂƉƉĞĂƌŽŶƚŚĞĐƌŽƐƐƌŽĂĚŽĨŚŝŐŚůǇĚǇŶĂŵŝĐ
ŽǆŝĚĂƟǀĞĞǀĞŶƚƐ͘ƐƐƵĐŚ͕ĂƌĞĚŽǆĂĐƟǀĞĐǇƐƚĞŝŶĞĐĂŶďĞƉƌĞƐĞŶƚĂƐ^ͲŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƚĞĚ;Ͳ^^'Ϳ͕ĚŝƐƵůĮĚĞ
ďŽŶĚĞĚ;^Ͳ^Ϳ͕ƐƵůĨĞŶǇůĂƚĞĚ;Ͳ^K,Ϳ͕ƐƵůĮŶǇůĂƚĞĚ;Ͳ^KϮ,Ϳ͕ĂŶĚĂůƐŽƐƵůĨŽŶǇůĂƚĞĚ;Ͳ^K3,Ϳ͘dŚĞƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚ
;Ͳ^K,ͿĨŽƌŵŚĂƐďĞĞŶĐŽŶƐŝĚĞƌĞĚĂƐƉĂƌƚŽĨZK^ƐĞŶƐŝŶŐƉĂƚŚǁĂǇƐ͕ĂƐŝƚ ůĞĂĚƐƚŽĨƵƌƚŚĞƌŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐ
ǁŚŝĐŚĂīĞĐƚƉƌŽƚĞŝŶƐƚƌƵĐƚƵƌĞĂŶĚĨƵŶĐƟŽŶ͘dŽƵŶĚĞƌƐƚĂŶĚǁŚǇĂŶĚŚŽǁĐǇƐƚĞŝŶĞƐƵŶĚĞƌŐŽŽǆŝĚĂƟǀĞWdDƐ
ĂŶĚƚŽĞǆƉůŽƌĞƚŚĞZK^ƐĞŶƐŽƌƉƌŽƚĞŝŶƐŽĨƉůĂŶƚƐ͕ƌĞĚŽǆƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐƚƵĚŝĞƐĂƌĞƌĞƋƵŝƌĞĚ͘,ĞƌĞ͕ǁĞƵƉĚĂƚĞ
ƚŚĞĐƵƌƌĞŶƚŬŶŽǁůĞĚŐĞŽĨƚŚĞĐǇƐƚĞŝŶĞƌĞĂĐƟǀŝƚǇǁŝƚŚZK^͘&ƵƌƚŚĞƌ͕ ǁĞŐŝǀĞĂŶŽǀĞƌǀŝĞǁŽĨƚŚĞƉƌŽƚĞŽŵŝĐ
ƚĞĐŚŶŝƋƵĞƐĂƉƉůŝĞĚƚŽ ŝĚĞŶƟĨǇĚŝīĞƌĞŶƚƌĞĚŽǆŵŽĚŝĮĞĚĐǇƐƚĞŝŶĞƐ ŝŶƉůĂŶƚƐ͘^ƉĞĐŝĂůĨŽĐƵƐŐŽĞƐƚŽƚŚĞ
ŝĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶŽĨƐƵůĨĞŶǇůĂƚĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐ͕ǁŚŝĐŚŚĂǀĞƚŚĞƉŽƚĞŶƟĂůƚŽďĞŝŶǀŽůǀĞĚŝŶƉůĂŶƚƐŝŐŶĂůƚƌĂŶƐĚƵĐƟŽŶ͘
<ĞǇǁŽƌĚƐ͗ǇƐƚĞŝŶĞ͕ŽǆŝĚĂƚŝǀĞƉŽƐƚͲƚƌĂŶƐůĂƚŝŽŶĂůŵŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶ͕ƌĞĚŽǆƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐ͕ƌĞĚŽǆƌĞŐƵůĂƚŝŽŶ͕
ƌĞĂĐƟǀĞŽǆǇŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐ͕ƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚ
ďďƌĞǀŝĂƚŝŽŶƐ͗E͕ďŝĐǇĐůŽ΀ϲ͘ϭ͘Ϭ΁ŶŽŶǇŶĞ͖ĐͲZ͕ĐĂƌďŽǆǇͲƚĞƌŵŝŶĂů͕ĐǇƐƚĞŝŶĞͲƌŝĐŚĚŽŵĂŝŶ͖ǇƐ͕ĐǇƐƚĞŝŶĞ͖ĐǇƐdDd͕ ĐǇƐƚĞŝŶĞ
ƚĂŶĚĞŵŵĂƐƐƚĂŐ͖ϮͲ͕ ƚǁŽͲĚŝŵĞŶƐŝŽŶĂůĞůĞĐƚƌŽƉŚŽƌĞƐŝƐ͖dd͕ ĚŝƚŚŝŽƚŚƌĞŝƚŽů͖&Ěǆ͕ ĨĞƌƌĞĚŽǆŝŶ͖&EZ͕&Ěǆ͗EWƌĞĚƵĐƚĂƐĞ͖
&dZ͕ ĨĞƌƌĞĚŽǆŝŶͲƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶƌĞĚƵĐƚĂƐĞ͖'ͲďŝŽƚŝŶ͕ďŝŽƚŝŶǇůĂƚĞĚƌĞĚƵĐĞĚŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞĞƚŚǇůĞƐƚĞƌ͖'^,͕ŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ͖,2O2͕
ŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞ͖ /&͕  ŝŽĚŽĂĐĞƚĂŵŝĚŽĨůƵŽƌĞƐĐĞŝŶ͖ /D͕ ŝŽĚŽĂĐĞƚĂŵŝĚĞ͖ /d͕  ŝƐŽƚŽƉĞĐŽĚĞĚĂĨĨŝŶŝƚǇƚĂŐ͖ ŝdZY͕ ŝƐŽďĂƌŝĐ
ƚĂŐ ůĂďĞůŝŶŐ͖ED͕EͲĞƚŚǇůŵĂůĞŝŵŝĚĞ͖EK͕ŶŝƚƌŝĐŽǆŝĚĞ͖KǆͲWdDƐ͕ŽǆŝĚĂƚŝǀĞƉŽƐƚͲƚƌĂŶƐůĂƚŝŽŶĂůŵŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶƐ͖WdDƐ͕ƉŽƐƚͲ
ƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐ͖ZE^͕ƌĞĂĐƟǀĞŶŝƚƌŽŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐ͖ZK^͕ƌĞĂĐƟǀĞŽǆǇŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐ͖ZͲ^K2,͕ƐƵůĮŶŝĐĂĐŝĚ͖Z^^,͕ƉĞƌƐƵůĮĚĞ
ƐƉĞĐŝĞƐ͖ Ͳ^^'͕ZK^ͲƚƌŝŐŐĞƌĞĚ^ͲŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƚŝŽŶ͖Z^Ͳ^Z͕͛ ZK^ͲƚƌŝŐŐĞƌĞĚĚŝƐƵůĨŝĚĞďŽŶĚĨŽƌŵĂƚŝŽŶ͖ Ͳ^Ͳ͕ ƚŚŝŽůĂƚĞĂŶŝŽŶ͖ Ͳ^,͕
ƚŚŝŽů͖ Ͳ^EK͕^Ͳ^ͲŶŝƚƌŽƐǇůĂƚŝŽŶ͖ Ͳ^K,͕ƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚ͖ Ͳ^K2,͕ƐƵůĨŝŶŝĐĂĐŝĚ͖ Ͳ^K3,͕ƐƵůĨŽŶŝĐĂĐŝĚ͖^ƌǆ͕ƐƵůĨŝƌĞĚŽǆŝŶ͖^Ͳ^͕ĚŝƐƵůĨŝĚĞ
ďŽŶĚĨŽƌŵĂƟŽŶ͖ ^^'͕^ŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƟŽŶ͖dW͕ ƚƌŝƐϮͲĐĂƌďŽǆǇĞƚŚǇůƉŚŽƐƉŚŝŶĞ͖dƌǆ͕ƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶƌĞĚƵĐƚĂƐĞ͖zWϭ͕ǇĞĂƐƚWͲϭ͘
 
/EdZKhd/KE
ƵƌŝŶŐƐƚƌĞƐƐĐŽŶĚŝƟŽŶƐ͕ƉůĂŶƚƐĂĐĐƵŵƵůĂƚĞƌĞĂĐƟǀĞŽǆǇŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐ;ZK^Ϳ͕ƐƵĐŚĂƐŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞ
;,ϮKϮͿ͕ĂŶĚƌĞĂĐƟǀĞŶŝƚƌŽŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐ;ZE^Ϳ͕ƐƵĐŚĂƐŶŝƚƌŝĐŽǆŝĚĞ;EKͿ͘ZK^ͬZE^ŚĂǀĞĂĚƵĂůĨĂĐĞ͕ƐŝŶĐĞƚŚĞǇ
ĐĂŶĞŝƚŚĞƌůĞĂĚƚŽŽǆŝĚĂƟǀĞĚĂŵĂŐĞŽƌƚƌŝŐŐĞƌƐŝŐŶĂůƚƌĂŶƐĚƵĐƟŽŶǀŝĂƌĞĚŽǆƐĞŶƐŽƌƐ;,ƵĂŶŐĞƚĂů͕͘ϮϬϭϮ͖DŝůůĞƌ
ĞƚĂů͕͘ϮϬϭϬͿ͘,ŽǁĞǀĞƌ͕ ƚŚĞŵŽůĞĐƵůĂƌŵĞĐŚĂŶŝƐŵŽĨŚŽǁƚŚĞZK^ͬZE^ƐŝŐŶĂůŝƐƐĞŶƐĞĚĂŶĚƚƌĂǀĞůŝŶŐǁŝƚŚŝŶ
ŽƌĂĐƌŽƐƐĚŝīĞƌĞŶƚĐĞůůƐŝƐƐƟůůƵŶƐŽůǀĞĚ͘ǆƉůŽƌŝŶŐǁŚŝĐŚĂŶĚŚŽǁƉƌŽƚĞŝŶƐƐĞŶƐĞZK^ͬZE^ĂŶĚƚƌĂŶƐĚƵĐĞ
ƚŚĞƐĞƐƟŵƵůŝ ŝŶƚŽĚŽǁŶƐƚƌĞĂŵďŝŽůŽŐŝĐĂůĞīĞĐƚƐŝƐŽŶĞŽĨƚŚĞŵĂũŽƌĐŚĂůůĞŶŐĞƐŝŶƉůĂŶƚƌĞĚŽǆďŝŽůŽŐǇ͘
ZK^ͬZE^ŝŶƚĞƌĂĐƚǁŝƚŚŵƵůƟƉůĞƐŝŐŶĂůŝŶŐƉĂƚŚǁĂǇƐĂŶĚƚƌĂŶƐŵŝƚƐŝŐŶĂůƐƚŚƌŽƵŐŚƚŚĞƉŽƐƚͲƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂů
ŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐ;WdDƐͿŽĨƐŝŐŶĂůŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶƐ͘ǇƐƚĞŝŶĞ;ǇƐͿ ŝƐŽŶĞŽĨƚŚĞƐĞŶƐŝƟǀĞƚĂƌŐĞƚƐŽĨZK^ͬZE^͕
ĂƐ ŝƚĐŽŶƚĂŝŶƐƚŚĞĞůĞĐƚƌŽŶƌŝĐŚƐƵůĨƵƌĂƚŽŵĂƉƉĞĂƌŝŶŐ ŝŶĂǁŝĚĞƌĂŶŐĞŽĨŽǆŝĚĂƟŽŶƐƚĂƚĞƐƚŚĂƚŵĂŬĞ
ǇƐƌĞƐŝĚƵĞƐƚŚĞŵĂũŽƌƐŝƚĞƐŽĨŽǆŝĚĂƚŝǀĞŵŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶƐǁŝƚŚŝŶƉƌŽƚĞŝŶƐ ;ĂǀŝĞƐ͕ϮϬϬϱͿ͘ /ƚ ŝƐĂǁĞůůͲ
ƌĞĐŽŐŶŝǌĞĚĐŽŶĐĞƉƚƚŚĂƚƉƌŽĮůŝŶŐŽĨZK^ͬZE^ŵŽĚŝĮĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐĐǇƐƚĞŝŶĞ͕ĐĂŶƵŶǀĞŝůŬĞǇ
ϭϵϳ
E
ƌĞĚŽǆƐĞŶƐŽƌƐ ŝŶǀŽůǀĞĚ ŝŶƐŝŐŶĂů ƚƌĂŶƐĚƵĐƚŝŽŶƉĂƚŚǁĂǇƐ ;ŽƵƚƵƌŝĞƌĞƚĂů͕͘ϮϬϭϯͿ͘dŚĞĂǀĂŝůĂďŝůŝƚǇŽĨ
ĚŝīĞƌĞŶƚŽǆŝĚĂƟŽŶƐƚĂƚĞƐƉĞƌŵŝƚƐƚŚĞĨŽƌŵĂƟŽŶŽĨĂĚŝǀĞƌƐĞƌĂŶŐĞŽĨĐǇƐƚĞŝŶĞŽǆŝĚĂƟǀĞWdDƐ;KǆͲWdDƐͿ͕
ŝŶĐůƵĚŝŶŐZK^ͲƚƌŝŐŐĞƌĞĚ^ͲŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƚŝŽŶ;Z^^'Ϳ͕ĚŝƐƵůĨŝĚĞďŽŶĚĨŽƌŵĂƚŝŽŶ;Z^Ͳ^Z͛Ϳ͕ƐƵůĨĞŶǇůĂƚŝŽŶ
;Ͳ^K,Ϳ͕ ƐƵůĨŝŶǇůĂƚŝŽŶ ;Ͳ^KϮ,Ϳ͕ ƐƵůĨŽŶǇůĂƚŝŽŶ ;Ͳ^K3,Ϳ͕ ĂŶĚZE^ͲŵĞĚŝĂƚĞĚ^ͲŶŝƚƌŽƐǇůĂƚŝŽŶ ;Ͳ^EKͿ͘
WƌŽƚĞŝŶ ^ͲŶŝƚƌŽƐǇůĂƚŝŽŶ͕ ƚŚĞ ĐŽǀĂůĞŶƚ ĂƚƚĂĐŚŵĞŶƚŽĨEK ƚŽǇƐ ƌĞƐŝĚƵĞƐ ƚŽ ĨŽƌŵ^ͲŶŝƚƌŽƐŽƚŚŝŽů
;Ͳ^EKͿ͕ŚĂƐďĞĞŶĐŽŶƐŝĚĞƌĞĚĂƐ ƚŚĞŵŽƐƚ ŝŵƉŽƌƚĂŶƚ ƌŽƵƚĞ ƚŽ ƚƌĂŶƐĨĞƌ ƚŚĞďŝŽĂĐƚŝǀŝƚǇŽĨEK ŝŶ
ƉůĂŶƚƐ ƚŽĚĂƚĞ ;zƵĞƚĂů͕͘ϮϬϭϰͿ͘^ͲŶŝƚƌŽƐǇůĂƚŝŽŶŽĨĐƌƵĐŝĂů ƐŝŐŶĂůŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶƐĂĨĨĞĐƚƐ ƚŚĞŝƌĞŶǌǇŵĞ
ĂĐƟǀŝƚǇ;>ŝŶĚĞƌŵĂǇƌĞƚĂů͕͘ϮϬϬϱ͖ZŽŵĞƌŽͲWƵĞƌƚĂƐĞƚĂů͕͘ϮϬϬϳ͖tĂŶŐĞƚĂů͕͘ϮϬϬϵ͖zƵŶĞƚĂů͕͘ϮϬϭϭͿ͕
ůŽĐĂůŝǌĂƟŽŶ;dĂĚĂĞƚĂů͕͘ϮϬϬϴͿ͕ƐƚƌƵĐƚƵƌĞ;dĂǀĂƌĞƐĞƚĂů͕͘ϮϬϭϰͿ͕ĂŶĚ ŝŶƚĞƌĂĐƟŽŶǁŝƚŚŽƚŚĞƌƉƌŽƚĞŝŶƐ
;ĞůůŝŶĞƚĂů͕͘ϮϬϭϯ͖,ĂƌĂĞƚĂů͕͘ϮϬϬϲ͖zƵĞƚĂů͕͘ϮϬϭϰͿ͘ŝĨĨĞƌĞŶƚƚĞĐŚŶŽůŽŐŝĞƐŚĂǀĞďĞĞŶĚĞǀĞůŽƉĞĚ
ĂŶĚĂƉƉůŝĞĚ ĨŽƌ ƚŚĞ ŝĚĞŶƚŝĨŝĐĂƚŝŽŶŽĨ ^ͲŶŝƚƌŽƐǇůĂƚŝŽŶ͕ĞŝƚŚĞƌĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚĂůůǇŽƌ ĐŽŵƉƵƚĂƚŝŽŶĂůůǇ
;ĞůůŝŶĞƚĂů͕͘ϮϬϭϯ͖>ĞĞĞƚĂů͕͘ϮϬϭϭͿ͘EƵŵĞƌŽƵƐƉůĂŶƚƉƌŽƚĞŝŶƐŚĂǀĞďĞĞŶ ŝĚĞŶƚŝĨŝĞĚďǇƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐ
ƐƚƵĚŝĞƐ ƚŽƵŶĚĞƌŐŽ^ͲŶŝƚƌŽƐǇůĂƚŝŽŶ͕ŽĨǁŚŝĐŚŵĂŶǇĂƌĞ ŝŵƉůŝĐĂƚĞĚ ŝŶƐŝŐŶĂůŝŶŐƉĂƚŚǁĂǇƐĂƐĐƌƵĐŝĂů
ƉŚǇƐŝŽůŽŐŝĐĂůƌĞŐƵůĂƚŽƌƐ͕ĞƐƉĞĐŝĂůůǇ ŝŶƉůĂŶƚĚŝƐĞĂƐĞƌĞƐŝƐƚĂŶĐĞ;WƵǇĂƵďĞƌƚĞƚĂů͕͘ϮϬϭϰͿ͘ /ŶƚŚŝƐƌĞǀŝĞǁ͕
EKͲŵĞĚŝĂƚĞĚ^ͲŶŝƚƌŽƐǇůĂƟŽŶǁŝůůŶŽƚďĞĚŝƐĐƵƐƐĞĚ͕ďƵƚŝƚ ŝƐƚŚĞƚŽƉŝĐŽĨZŽŵĞƌŽͲWƵĞƌƚĂƐĞƚĂů͘;ϮϬϭϯͿ͘
^ŽĨĂƌ͕ ƚŚĞŵĂŝŶĨŽĐƵƐŽĨZK^ͲƚƌŝŐŐĞƌĞĚǇƐKǆͲWdDƐƚƵĚŝĞƐŝŶƉůĂŶƚƐǁĂƐŽŶƌĞǀĞƌƐŝďůĞŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶ͕ƐƵĐŚĂƐ
ĚŝƐƵůĮĚĞƐĂŶĚ^ ͲŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƚĞĚƉƌŽƚĞŽŵĞƐ͘dŚĞƐĞǇƐKǆͲWdDƐƉůĂǇŝŵƉŽƌƚĂŶƚƌŽůĞƐŝŶƚŚĞĐĞůůƵůĂƌƌĞĚŽǆ
ďĂůĂŶĐĞĂŶĚƉƌĞǀĞŶƚŽǆŝĚĂƟǀĞĚĂŵĂŐĞƚŚƌŽƵŐŚƚŚĞĐĞůůƵůĂƌƌĞĚŽǆƌĞŐƵůĂƟŽŶƐǇƐƚĞŵƐ͕ůŝŬĞŐůƵƚĂƌĞĚŽǆŝŶ
;'ƌǆͿŽƌƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶ;dƌǆͿ;ĂůŵĞƌĞƚĂů͕͘ϮϬϬϰ͖ĂůŵĞƌĞƚĂů͕͘ϮϬϬϲ͖ƵĐŚĂŶĂŶĂŶĚĂůŵĞƌ͕ ϮϬϬϱ͖&ĞƌŶĂŶĚĞƐ
ĂŶĚ,ŽůŵŐƌĞŶ͕ϮϬϬϰ͖DĂƌĐŚĂŶĚĞƚĂů͕͘ϮϬϬϲ͖DĂƌĐŚĂŶĚĞƚĂů͕͘ϮϬϭϬ͖zŽƐŚŝĚĂĞƚĂů͕͘ϮϬϭϯͿ͘dŚĞĨŽƌŵĂƟŽŶ
ŽĨĂƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚ͕ƚŚĞŝŶŝƟĂůŽǆŝĚĂƟŽŶƉƌŽĚƵĐƚŽĨƚŚĞǇƐƌĞƐŝĚƵĞ͕ŚĂƐďĞĞŶƐŚŽǁŶƚŽĨƵŶĐƟŽŶĂƐĂƌĞĚŽǆ
ƐĞŶƐŽƌŝŶǀŽůǀĞĚŝŶŵĂŶǇƉŚǇƐŝŽůŽŐŝĐĂůƉĂƚŚǁĂǇƐ͕ďǇĂīĞĐƟŶŐƚŚĞĞŶǌǇŵĂƟĐĂŶĚŵĞƚĂůďŝŶĚŝŶŐĂĐƟǀŝƟĞƐ
ŽĨĐƌƵĐŝĂůƐŝŐŶĂůŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶƐ͕ĂŶĚƚŚĞĂĐƟǀŝƚǇŽĨƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĨĂĐƚŽƌƐŵŽĚƵůĂƟŶŐŐĞŶĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ;KŐĞƌ
ĞƚĂů͕͘ϮϬϭϮ͖WŽŽůĞĞƚĂů͕͘ϮϬϬϰ͖WŽŽůĞĂŶĚEĞůƐŽŶ͕ϮϬϬϴ͖ZĞĚĚŝĞĂŶĚĂƌƌŽůů͕ϮϬϬϴ͖ZŽŽƐĂŶĚDĞƐƐĞŶƐ͕
ϮϬϭϭͿ͘^ŝŵŝůĂƌůǇƚŽEKͲŵĞĚŝĂƚĞĚ^ͲŶŝƚƌŽƐǇůĂƟŽŶ͕,ϮKϮͲŵĞĚŝĂƚĞĚƐƵůĨĞŶǇůĂƟŽŶĂƉƉĞĂƌƐƚŽďĞĂŐůŽďĂů
ƐŝŐŶĂůŝŶŐƉĂƚŚǁĂǇ͕ ǁŚŝĐŚĐĂŶďĞĐŽŶƐŝĚĞƌĞĚƚŽďĞĂŶĂůŽŐŽƵƐƚŽƚŚĞǁĞůůͲŬŶŽǁŶWdD͕ƉŚŽƐƉŚŽƌǇůĂƟŽŶ
;WĂƵůƐĞŶĞƚĂů͕͘ϮϬϭϮ͖zƵĞƚĂů͕͘ϮϬϭϰͿ͘,ŽǁĞǀĞƌ͕ ďĞĐĂƵƐĞŽĨƚŚĞůĂĐŬŽĨǁĞůůͲĞƐƚĂďůŝƐŚĞĚƚĞĐŚŶŽůŽŐŝĞƐ
ĨŽƌƚŚĞ ŝĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶŽĨƐƵůĨĞŶǇůĂƟŽŶ͕ƚŚĞŬŶŽǁůĞĚŐĞŽĨƚŚĞƉůĂŶƚƐƵůĨĞŶŽŵĞƌĞŵĂŝŶƐƋƵŝƚĞ ůŝŵŝƚĞĚ͘
z^WdD^hEZZK^dd<
ZK^ͲŵĞĚŝĂƚĞĚŵŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶƐĚŽŶŽƚŚĂƉƉĞŶ ƚŽ Ăůů ǇƐ ƌĞƐŝĚƵĞƐ ŝŶ ĂŶ ŝŶĚŝǀŝĚƵĂů ƉƌŽƚĞŝŶ͕ ĂŶĚ
ĚŝĨĨĞƌĞŶƚ ƚŚŝŽůͲƉƌŽƚĞŝŶƐ ƌĞĂĐƚǁŝƚŚZK^ Ăƚ ĚŝĨĨĞƌĞŶƚ ƌĂƚĞƐ ;DĂƌŝŶŚŽ Ğƚ Ăů͕͘ ϮϬϭϰͿ͘ dŚĞ ƐƵďƚůĞ
ƐƚƌƵĐƚƵƌĂůĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚǁŝƚŚŝŶĂƉƌŽƚĞŝŶǁŝůůĚĞƚĞƌŵŝŶĞƚŚĞ ĨŝŶĂů ĨĂƚĞŽĨ ƚŚĞĐǇƐƚĞŝŶĞ͕ĂŶĚĂƐƐƵĐŚ
ĂůƐŽ ƚŚĞ ĨƵŶĐƚŝŽŶŽĨ ƚŚĞ ƌĞƐƉĞĐƚŝǀĞƉƌŽƚĞŝŶ͘ƌƵĐŝĂů ŝƐ ƚŚĞ ƚŚĞƌŵŽĚǇŶĂŵŝĐĂŶĚŬŝŶĞƚŝĐ ƐƚĂďŝůŝƚǇ
ŽĨ ƚŚĞ ĨŝƌƐƚŽǆŝĚĂƚŝŽŶ ƐƚĂƚĞŽĨ ƚŚĞǇƐ ƌĞƐŝĚƵĞ͕ ƚŚĞ ƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚ ;&ŝŐ͘ϭͿ͕ǁŚŝĐŚŵĂŬĞƐ ƚŚĂƚ ƚŚĞ
ǇƐͲ^K,ĐĂŶďĞ ƌĞŐĂƌĚĞĚĂƐ ƚŚĞ ĐĞŶƚƌĂů WdDŽŶ ƚŚĞ ĐƌŽƐƐƌŽĂĚ ƚŽǁĂƌĚĚŝĨĨĞƌĞŶƚĚĞƐƚŝŶĂƚŝŽŶƐ͘
ƐĂůƌĞĂĚǇŵĞŶƚŝŽŶĞĚ͕ƚŚĞƌĞĂĐƚŝǀŝƚǇŽĨǇƐƌĞƐŝĚƵĞƐƚŽǁĂƌĚZK^ĐĂŶďĞ ůĂƌŐĞůǇĚŝĨĨĞƌĞŶƚ͕ĂŶĚƚŚŝƐ
ƌĞĂĐƟǀŝƚǇŝƐƐƚƌŽŶŐůǇĐŽƌƌĞůĂƚĞĚǁŝƚŚŝƚƐƉ<Ă;ZŽŽƐĞƚĂů͕͘ϮϬϭϯͿ͘dŚĞƐƚƌƵĐƚƵƌĂůĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚŽĨĂƉƌŽƚĞŝŶ
ǁŝůůĚĞƚĞƌŵŝŶĞƚŚĞƉ<ĂŽĨĂƐƉĞĐŝĮĐĐǇƐƚĞŝŶĞ͕ĂŶĚĂƐƐƵĐŚƚŚĞďĂůĂŶĐĞďĞƚǁĞĞŶƚŚĞƚŚŝŽů;^,ͿĂŶĚƚŚĞ
ϭϵϴ
ŚĂƉƚĞƌϵ
ƚŚŝŽůĂƚĞĂŶŝŽŶ;^ͲͿƐƚĂƚĞŽĨƚŚĞĐǇƐƚĞŝŶĞ;ZŽŽƐĂŶĚDĞƐƐĞŶƐ͕ϮϬϭϭͿ͘ǇƚŚĞƉƌĞƐĞŶĐĞŽĨƉŽůĂƌ͕ ƉŽƐŝƟǀĞůǇ
ĐŚĂƌŐĞĚĂŵŝŶŽĂĐŝĚƐ͕ŽƌůŽĐĂůĚŝƉŽůĞƐ͕ůŝŬĞĂƚƚŚĞEͲƚĞƌŵŝŶƵƐŽĨĂŶɲͲŚĞůŝǆ͕ƚŚĞƚŚŝŽůĂƚĞŝƐƐƚĂďŝůŝǌĞĚƚŚƌŽƵŐŚ
ĞůĞĐƚƌŽƐƚĂƟĐŝŶƚĞƌĂĐƟŽŶƐ͕ǁŚŝĐŚĚĞĐƌĞĂƐĞƚŚĞƉ<ĂŽĨƚŚĞĐǇƐƚĞŝŶĞ;ZŽŽƐĞƚĂů͕͘ϮϬϭϯͿ͘/ĨƚŚĞƉ<ĂŝƐůŽǁĞƌ
ƚŚĂŶƚŚĞƉ,͕ƚŚĞŵĂũŽƌŝƚǇŽĨƚŚĞƚŚŝŽůƐǁŝůůďĞƉƌĞƐĞŶƚĂƐĂƚŚŝŽůĂƚĞ͘tŚŝůĞĨƌĞĞĐǇƐƚĞŝŶĞŚĂƐĂƉ<ĂŽĨϴ͘ϯͲϴ͘ϱ
;>ƵŽĞƚĂů͕͘ϮϬϬϱ͖dĂũĐĞƚĂů͕͘ϮϬϬϰͿ͕ƚŚĞŵŽƐƚŽǆŝĚĂƟŽŶƐĞŶƐŝƟǀĞǇƐƌĞƐŝĚƵĞƐĚĞƐĐƌŝďĞĚƚŚƵƐĨĂƌŚĂǀĞĂƉ<Ă
чϯ͘ϱ;'ĂŶĞƚĂů͕͘ϭϵϵϬ͖EĞůƐŽŶĂŶĚƌĞŝŐŚƚŽŶ͕ϭϵϵϰͿ͘ůƐŽ͕ŚǇĚƌŽŐĞŶďŽŶĚŝŶŐŚĂƐĂƐƚƌŽŶŐŝŶŇƵĞŶĐĞŽŶ
ƚŚĞƉ<ĂŽĨĐǇƐƚĞŝŶĞƐ͘dŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶ;dƌǆͿǁŝƚŚƚǁŽŚǇĚƌŽŐĞŶďŽŶĚƐĚŝƌĞĐƚĞĚƚŽƚŚĞƚŚŝŽůĂƚĞŽĨƚŚĞĂĐƟǀĞͲƐŝƚĞ
ŶƵĐůĞŽƉŚŝůŝĐĐǇƐƚĞŝŶĞŚĂƐĂƉ<ĂΕϳ͘Ϭ͕ǁŚŝůĞƚŚĞƌĞƐƉĞĐƟǀĞĐǇƐƚĞŝŶĞŝŶƚŚĞdƌǆͲĨŽůĚŽĨŐůƵƚĂƌĞĚŽǆŝŶ;'ƌǆͿ
ƌĞĐĞŝǀĞƐƚŚƌĞĞŚǇĚƌŽŐĞŶďŽŶĚƐ͕ǁŚŝĐŚƌĞƐƵůƚƐŝŶĂƉ<ĂŽĨΕϰ͘Ϭ;ZŽŽƐĞƚĂů͕͘ϮϬϭϯͿ͘/ŶŐĞŶĞƌĂů͕ƚŚĞŵŽƌĞ
ŚǇĚƌŽŐĞŶďŽŶĚƐĂĐǇƐƚĞŝŶĞͲƐƵůĨƵƌƌĞĐĞŝǀĞƐ͕ƚŚĞůŽǁĞƌŝƚƐƉ<Ă͕ƚŚĞŵŽƌĞƚŚĞƚŚŝŽůĂƚĞĨŽƌŵŝƐƐƚĂďŝůŝǌĞĚ͘KƚŚĞƌ
ĨĂĐƚŽƌƐƚŚĂƚƉůĂǇĂƌŽůĞŝŶƚŚĞƌĞĂĐƟǀŝƚǇŽĨĂĐǇƐƚĞŝŶĞͲƐƵůĨƵƌĂƌĞƚŚĞĂĐĐĞƐƐŝďŝůŝƚǇĂŶĚŝƚƐƉƌĞƐĞŶĐĞŝŶƐƉĞĐŝĮĐ
ďŝŶĚŝŶŐƐŝƚĞƐ;DĂƌŝŶŽĂŶĚ'ůĂĚǇƐŚĞǀ͕ ϮϬϭϬͿ͕ůŝŬĞĨŽƌĞǆĂŵƉůĞŝŶƉĞƌŽǆŝƌĞĚŽǆŝŶƐ͘;ZŽŽƐĂŶĚDĞƐƐĞŶƐ͕ϮϬϭϭͿ͘
dŚĞŬŝŶĞƚŝĐ ƐƚĂďŝůŝƚǇŽĨ ƚŚĞ ƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚ ƐƚƌŽŶŐůǇĚĞƉĞŶĚƐŽŶ ƚŚĞƉƌĞƐĞŶĐĞŽĨŶĞĂƌďǇĐǇƐƚĞŝŶĞƐ
ĂŶĚŽŶƚŚĞĂĐĐĞƐƐŝďŝůŝƚǇƚŽ ůŽǁŵŽůĞĐƵůĂƌǁĞŝŐŚƚƚŚŝŽůƐ͕ ůŝŬĞƚŚĞƚƌŝͲƉĞƉƚŝĚĞŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ;'^,Ϳ͘dŚĞ
ĞůĞĐƚƌŽƉŚŝůŝĐƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚǁŝůů ƚŚĞŶƌĞĂĐƚĂŶĚĨŽƌŵĂŶ ŝŶƚĞƌŵŽůĞĐƵůĂƌĚŝƐƵůĨŝĚĞŽƌĂŵŝǆĞĚĚŝƐƵůĨŝĚĞ
;ŝ͘Ğ͘^ͲŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƟŽŶͿ;&ŝŐ͘ϭͿ͘dŚĞƐĞĚŝƐƵůĮĚĞƐĂƌĞƌĞǀĞƌƐŝďůĞĂƐƚŚĞǇĐĂŶďĞƌĞĚƵĐĞĚďǇƚŚĞ'^,ͬ
'ƌǆƐǇƐƚĞŵŽƌƚŚĞdƌǆͬƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶƌĞĚƵĐƚĂƐĞ;dǆZͿƐǇƐƚĞŵƐ;ŽůůĞƚĂŶĚDĞƐƐĞŶƐ͕ϮϬϭϬ͖DĞƐƐĞŶƐĂŶĚ
ŽůůĞƚ͕ϮϬϭϯͿ͘^ͲŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƚŝŽŶ ŝƐ ůŽŶŐďĞůŝĞǀĞĚƚŽƐĞƌǀĞĂƐĂŬŝŶĚŽĨƐĂĨĞŐƵĂƌĚŽĨƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚƐ
ĂŐĂŝŶƐƚŽǀĞƌŽǆŝĚĂƚŝŽŶĂŶĚƉĞƌŵĂŶĞŶƚƉƌŽƚĞŝŶĚĂŵĂŐĞ͘DŽƌĞ ƌĞĐĞŶƚůǇ͕^ͲŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƚŝŽŶƐƚĂƌƚƐ
ƚŽŐĂŝŶƌĞĐŽŐŶŝƚŝŽŶĨŽƌ ŝƚƐƌŽůĞ ŝŶƌĞĚŽǆƐŝŐŶĂůŝŶŐ;ĂĨĨĂŐŶŝŶŝĞƚĂů͕͘ϮϬϭϮď͖ĂĨĨĂŐŶŝŶŝĞƚĂů͕͘ϮϬϭϮĐͿ͘
WůĂŶƚƐĂƌĞĞƋƵŝƉƉĞĚǁŝƚŚĂĐŽŵƉůĞǆŶĞƚǁŽƌŬŽĨdƌǆͬ'ƌǆƐǇƐƚĞŵƐ͕ ƚŚĞƌĂďŝĚŽƉƐŝƐŐĞŶŽŵĞĞŶĐŽĚĞƐ
ϰϰdƌǆ ĂŶĚϱϬ'ƌǆƉƌŽƚĞŝŶƐ ;DĞǇĞƌ Ğƚ Ăů͕͘ ϮϬϭϮͿ͘ dŚĞƐĞdƌǆ ĂŶĚ'ƌǆƉƌŽƚĞŝŶƐ ĂůƐŽŶĞĞĚ ƚŽďĞ
ƌĞĚƵĐĞĚ͕ĂŶĚƚŚĞƌĞĨŽƌĞƉůĂŶƚƐŚĂǀĞŵƵůƟƉůĞƐŽƵƌĐĞƐŽĨƌĞĚƵĐŝŶŐĞƋƵŝǀĂůĞŶƚƐ ŝŶĚŝīĞƌĞŶƚƐƵďĐĞůůƵůĂƌ
ůŽĐĂůŝǌĂƚŝŽŶƐ͘dŚĞŵĂũŽƌ ƌĞĚƵĐŝŶŐĞƋƵŝǀĂůĞŶƚƐĂƌĞĐŽŵŝŶŐ ĨƌŽŵEW,͕ǁŚŝĐŚ ŝƐŬŶŽǁŶƚŽďĞƚŚĞ
ŐĞŶĞƌĂůĞůĞĐƚƌŽŶĚŽŶŽƌĨŽƌďŽƚŚdƌǆĂŶĚ'ƌǆƌĞĚƵĐŝŶŐƐǇƐƚĞŵƐ͘ /ŶĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚƐ͕dƌǆ ŝƐďĞŝŶŐƌĞĚƵĐĞĚ
ďǇ ůŝŐŚƚ ;DĞǇĞƌĞƚĂů͕͘ϮϬϬϵͿ͘ůĞĐƚƌŽŶƐƌĞůĞĂƐĞĚ ŝŶƚŚĞŽǆŝĚĂƚŝŽŶŽĨ,ϮKĂƌĞƚƌĂŶƐĨĞƌƌĞĚĂůŽŶŐƚŚĞ
ƉŚŽƚŽƐǇŶƚŚĞƚŝĐĞůĞĐƚƌŽŶƚƌĂŶƐĨĞƌĐŚĂŝŶǀŝĂWŚŽƚŽƐǇƐƚĞŵƐ /ĂŶĚ // ƚŽ ĨĞƌƌĞĚŽǆŝŶ;&ĚǆͿǁŚŝĐŚƌĞĚƵĐĞƐ
ĞŝƚŚĞƌ dƌǆ ǀŝĂ ĨĞƌƌĞĚŽǆŝŶͲƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶ ƌĞĚƵĐƚĂƐĞ ;&dZͿŽƌEWǀŝĂ &Ěǆ͗EW ƌĞĚƵĐƚĂƐĞ ;&EZͿ͘
In the case that the structural determinants in the protein environment are not stabilizing the sulfenic 
ĂĐŝĚ͕ ŝƚ ĐĂŶƵŶĚĞƌŐŽĂŶĂĚĚŝƚŝŽŶĂů ƌĞĂĐƚŝŽŶǁŝƚŚ,ϮKϮĂŶĚ ĨŽƌŵƐƵůĨŝŶŝĐĂĐŝĚ ;^KϮ,ͿĂŶĚƐƵůĨŽŶŝĐ
ĂĐŝĚ ;^K3,Ϳ͕ĂůƚŚŽƵŐŚƚŚĞƌĂƚĞŽĨ ƚŚĞƐĞƌĞĂĐƚŝŽŶƐ ŝƐƐůŽǁĞƌƚŚĂŶƚŚĂƚŽĨ ƚŚĞƌĞĂĐƚŝŽŶŽĨ,ϮKϮǁŝƚŚ
ĂƚŚŝŽůĂƚĞ ;,ƵŐŽĞƚĂů͕͘ϮϬϬϵ͖,ƵŐŽĞƚĂů͕͘ϮϬϭϰͿ͘ /ŶŵŽƐƚĐĂƐĞƐ͕ŽǀĞƌŽǆŝĚĂƚŝŽŶ ŝƐ ŝƌƌĞǀĞƌƐŝďůĞĂŶĚ ŝƚ
ǁŝůů ůĞĂĚƚŽƉƌŽƚĞŝŶĚĞŐƌĂĚĂƚŝŽŶ͘,ŽǁĞǀĞƌ͕  ƚŚĞƌĞǀĞƌƐŝďŝůŝƚǇŽĨĂƐƵůĨŝŶŝĐĂĐŝĚ ;ZͲ^KϮ,ͿŵŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶ
ŚĂƐďĞĞŶĚĞďĂƚĞĚ͘ &Žƌ ĞǆĂŵƉůĞ͕ ŝƚ ŚĂƐďĞĞŶ ƐŚŽǁŶ ƚŚĂƚ ĂŶdWͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚ ƐƵůĨŝƌĞĚŽǆŝŶ ;^ƌǆͿ
ĞŶǌǇŵĞǁĂƐĐĂƉĂďůĞŽĨ ƌĞĚƵĐŝŶŐZͲ^KϮ, ŝŶƉůĂŶƚĐĞůůƐ ;ZĞǇĞƚĂů͕͘ϮϬϬϳͿ͘^ŝŶĐĞ ƚŚƵƐ ĨĂƌ ƚŚĞŽŶůǇ
ŬŶŽǁŶƐƵďƐƚƌĂƚĞƐŽĨƚ^ƌǆĂƌĞĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚϮͲǇƐƉĞƌŽǆŝƌĞĚŽǆŝŶƐĂŶĚŵŝƚŽĐŚŽŶĚƌŝĂůWƌǆ//& ;/ŐůĞƐŝĂƐͲ
ĂĞŶĂĞƚĂů͕͘ϮϬϭϭ͖ZĞǇĞƚĂů͕͘ϮϬϬϳͿ͕ƚŚĞƌĞĚƵĐƟŽŶŽĨZͲ^KϮ,ĐĂŶŶŽƚďĞƌĞŐĂƌĚĞĚĂƐĂŐĞŶĞƌĂůƌƵůĞ͘
&ŝŶĂůůǇ͕ ĂŶĂůƚĞƌŶĂƟǀĞǁĂǇƚŽƉƌŽƚĞĐƚƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚƐĨƌŽŵŽǀĞƌŽǆŝĚĂƟŽŶŝƐƚŚĞƌĞĂĐƟŽŶŽĨĂƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚ
ǁŝƚŚƚŚĞďĂĐŬďŽŶĞŶŝƚƌŽŐĞŶŽĨƚŚĞĂĚũĂĐĞŶƚƌĞƐŝĚƵĞ͕ ĨŽƌŵŝŶŐĂƐƵůĨĞŶǇůĂŵŝĚĞ;&ŝŐ͘ϭͿ͕ǁŚŝĐŚ ŝƐǁĞůů
ŬŶŽǁŶĨŽƌƚŚĞŚƵŵĂŶƉƌŽƚĞŝŶƚǇƌŽƐŝŶĞƉŚŽƐƉŚĂƚĂƐĞ;WdWϭͿ;,ĂƋƵĞĞƚĂů͕͘ϮϬϭϭ͖^ĂůŵĞĞŶĞƚĂů͕͘ϮϬϬϯͿ͘
ϭϵϵ
E
tŚĞƚŚĞƌƉůĂŶƚƉƌŽƚĞŝŶƐƵƐĞƐƵůĨĞŶǇůĂŵŝĚĞĨŽƌŵĂƟŽŶĂƐĂĐǇƐƚĞŝŶĞƉƌŽƚĞĐƟŽŶƐƚƌĂƚĞŐǇƌĞŵĂŝŶƐƵŶĐůĞĂƌ͘
WZKdKD/^&KZ^dhz/E'z^KyͳWdD^
^ŝŶĐĞƚŚĞĂĚǀĞŶƚŽĨƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐ͕ŶƵŵĞƌŽƵƐƐƚƵĚŝĞƐŚĂǀĞĂŝŵĞĚĂƚƚŚĞŝĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐǁŝƚŚĂŶ
ŽǆŝĚĂƟǀĞŵŽĚŝĮĞĚĐǇƐƚĞŝŶĞ͘ĂƐŝĐĂůůǇ͕ ĂůůƉƌŽƚĞŽŵŝĐƚĞĐŚŶŽůŽŐŝĞƐĐŽŶƐŝƐƚŽĨƚŚƌĞĞďĂƐŝĐƐƚĞƉƐ͗/ͿƚĂŐŐŝŶŐ
ŽĨƚŚĞŽǆŝĚĂƟǀĞŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐ͕//ͿŝƐŽůĂƟŽŶŽƌĞŶƌŝĐŚŵĞŶƚŽĨƚŚĞŵŽĚŝĮĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐ͕ĂŶĚ///ͿŝĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶ
ŽĨƚŚĞŵŽĚŝĮĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐ͘,ĞƌĞǁĞĨŽĐƵƐŽŶƚŚĞƌĞĚŽǆƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐĂƉƉůŝĞĚŝŶƉůĂŶƚƐƚŽƵŶĚĞƌƐƚĂŶĚƚŚĞǇƐ
KǆͲWdDƐ;dĂďůĞϭĂŶĚϮͿ͘
/&&ZEd/>><z>d/KEͳ^/E/ZdWZKdKD/^
ƵƌƌĞŶƚůǇ͕ ĚŝĨĨĞƌĞŶƚŝĂů ĂůŬǇůĂƚŝŽŶŵĞƚŚŽĚƐ ĂƌĞ ƚŚĞŵŽƐƚǁŝĚĞůǇ ƵƐĞĚ ƚŽ ŝŶĚŝƌĞĐƚůǇ ĚĞƚĞĐƚ ĂŶĚ
ƐƚƵĚǇ ƚŚĞ ĐǇƐƚĞŝŶĞ ƐƚĂƚƵƐ ŝŶƉƌŽƚĞŝŶƐ͕ǁŚŝĐŚƵŶĚĞƌŐŽĂůů ŬŝŶĚŽĨ ƌĞǀĞƌƐŝďůĞǇƐKǆͲWdDƐ͘ dŚŝƐ
ŵĞƚŚŽĚĐŽŵƉƌŝƐĞƐ ƚŚƌĞĞĐŽŶƐĞĐƵƚŝǀĞƐƚĞƉƐ͗ďůŽĐŬŝŶŐŽĨ ƚŚĞ ĨƌĞĞ ƚŚŝŽůƐ͕ ƐƉĞĐŝĨŝĐ ƌĞĚƵĐƚŝŽŶŽĨ ƚŚĞ
ŵŽĚŝĨŝĞĚǇƐKǆͲWdD͕ĂŶĚ ĨŝŶĂůůǇ ŝƐŽůĂƚŝŽŶŽƌ ůĂďĞůŝŶŐŽĨ ƚŚĞŶĞǁůǇŽďƚĂŝŶĞĚ ƚŚŝŽůƐ ;dĂďůĞϭͿ͘
dŚĞĨƌĞĞƚŚŝŽůƐĂƌĞďůŽĐŬĞĚƵƐŝŶŐĂůŬǇůĂƟŶŐƌĞĂŐĞŶƚƐƐƵĐŚĂƐŝŽĚŽĂĐĞƚĂŵŝĚĞ;/DͿ͕ŽƌEͲĞƚŚǇůŵĂůĞŝŵŝĚĞ
;EDͿ͕ǁŚŝĐŚĨŽƌŵĂŶŝƌƌĞǀĞƌƐŝďůĞ^ͲĐĂƌďĂŵŝĚŽŵĞƚŚǇůĂƚĞĚƚŚŝŽůŽƌĂƚŚŝŽĞƚŚĞƌ͕ ƌĞƐƉĞĐƟǀĞůǇ;,ĂŶƐĞŶ
ĞƚĂů͕͘ϮϬϬϵͿ͘dŚĞƌĞǀĞƌƐŝďůĞĐǇƐƚĞŝŶĞŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐĂƌĞƚŚĞŶƌĞĚƵĐĞĚďǇĂŐĞŶĞƌĂůƌĞĚƵĐƚĂŶƚ ůŝŬĞƚƌŝƐ
ϮͲĐĂƌďŽǆǇĞƚŚǇůƉŚŽƐƉŚŝŶĞ;dWͿŽƌĚŝƚŚŝŽƚŚƌĞŝƚŽů;ddͿ͘^ƵďƐĞƋƵĞŶƚůǇ͕ƚŚĞŶĞǁůǇŽďƚĂŝŶĞĚƚŚŝŽůƐĂƌĞ
ŝƐŽůĂƚĞĚďǇƚŚŝŽůĂĸŶŝƚǇĐŚƌŽŵĂƚŽŐƌĂƉŚǇ;>ĞĞĞƚĂů͕͘ϮϬϬϰͿŽƌ ůĂďĞůĞĚǁŝƚŚĂƚĂŐŐĞĚĂůŬǇůĂƟŶŐĂŐĞŶƚ
ƐƵĐŚĂƐďŝŽƟŶͲĐŽŶũƵŐĂƚĞĚ/DͬEDͬŵĂůĞŝŵŝĚĞͬ,W͕ŝŽĚŽĂĐĞƚĂŵŝĚŽŇƵŽƌĞƐĐĞŝŶ;/&Ϳ͕ŵƌ͕ ĐǇƐƚĞŝŶĞ
ƚĂŶĚĞŵŵĂƐƐƚĂŐ;ĐǇƐdDdͿ͕ ŝƐŽďĂƌŝĐƚĂŐ ůĂďĞůŝŶŐ;ŝdZYͿ͕ ŝƐŽƚŽƉĞĐŽĚĞĚĂĸŶŝƚǇƚĂŐ;/dͿĞƚĐ͘dŚŝƐ
ĚŝīĞƌĞŶƟĂů ůĂďĞůŝŶŐĂůůŽǁƐĚŽǁŶƐƚƌĞĂŵĂŶĂůǇƐŝƐďǇtĞƐƚĞƌŶďůŽƚŽƌŇƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞͲďĂƐĞĚǀŝƐƵĂůŝǌĂƟŽŶ
ŽĨƚŚĞƌĞĚŽǆĂĐƟǀĞƉƌŽƚĞŝŶƐƉŽƚƐŽŶĂƚǁŽͲĚŝŵĞŶƐŝŽŶĂůĞůĞĐƚƌŽƉŚŽƌĞƐŝƐ;ϮͲͿŐĞů͕ŽƌĂǀŝĚŝŶĂĸŶŝƚǇ
ĞŶƌŝĐŚŵĞŶƚ͕ĂŶĚĮŶĂůůǇŵĂƐƐƐƉĞĐƚƌŽƉŚŽƚŽŵĞƟĐĂů ŝĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶ;ůǀĂƌĞǌĞƚĂů͕͘ϮϬϬϵ͖ǇŬŽǀĂĞƚĂů͕͘
ϮϬϭϭď͖>ŝƵĞƚĂů͕͘ϮϬϭϰ͖WĂƌŬĞƌĞƚĂů͕͘ϮϬϭϮ͖tĂŶŐĞƚĂů͕͘ϮϬϭϮͿ͘YƵĂŶƟĮĐĂƟŽŶŽĨƚŚĞĐǇƐƚĞŝŶĞƌĞĚŽǆƐƚĂƚĞ
ŽĨ ŝŶĚŝǀŝĚƵĂůƉƌŽƚĞŝŶƐ ŝƐƉŽƐƐŝďůĞďǇƵƐŝŶŐ/d͕  ŝdZY͕ĐǇƐdDdƚĂŐƐ͕ĂƐƚŚĞǇĞŶĂďůĞƐĞůĞĐƟǀĞůĂďĞůŝŶŐ
ĂŶĚƌĞůĂƟǀĞƋƵĂŶƟƚĂƟŽŶŽĨĐǇƐƚĞŝŶĞͲĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐƉĞƉƟĚĞƐƌĞƉƌĞƐĞŶƟŶŐƚŚĞŝƌƌĞĚŽǆƐƚĂƚƵƐŝŶƚŚĞƐĂŵƉůĞƐ͘
/ŶĂůŬǇůĂƚŝŽŶͲďĂƐĞĚƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐ͕ƐƉĞĐŝĨŝĐƌĞǀĞƌƐŝďůĞĐǇƐƚĞŝŶĞŵŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶƐĐĂŶďĞ ŝĚĞŶƚŝĨŝĞĚƵƐŝŶŐĂ
ƐƉĞĐŝĮĐƌĞĚƵĐŝŶŐĂŐĞŶƚ͘ƌƐĞŶŝƚĞŝƐĂƉƉůŝĞĚĂƐĂƐƉĞĐŝĮĐƌĞĚƵĐƚĂŶƚƚŽƐƚƵĚǇƐƵůĨĞŶǇůĂƟŽŶ;^ĂƵƌŝŶĞƚĂů͕͘
ϮϬϬϰ͖dǇƚŚĞƌĞƚĂů͕͘ϮϬϭϬͿ͘dŚĞƉĞƌŽǆŝĚĞŝŶĂĐƟǀĂƟŽŶŽĨƉĂƉĂŝŶƚŚƌŽƵŐŚƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶŚĂƐ
ďĞĞŶƌĞƉŽƌƚĞĚďǇƵƐŝŶŐƚŚŝƐƌĞĚƵĐŝŶŐĂŐĞŶƚ;>ŝŶĞƚĂů͕͘ϭϵϳϱͿ͕ŚŽǁĞǀĞƌ͕ ƚŚŝƐĂƉƉƌŽĂĐŚŚĂƐŶŽƚďĞĞŶƵƐĞĚ
ŝŶƉůĂŶƚƌĞĚŽǆƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐƌĞƐĞĂƌĐŚ͘dƌǆƐŚĂǀĞďĞĞŶƵƐĞĚĨŽƌƚŚĞƌĞĚƵĐƟŽŶŽĨĚŝƐƵůĮĚĞďŽŶĚƐĂŶĚ'ƌǆƐ
ƚŽƌĞĚƵĐĞ^ͲŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƚĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐ;zĂŶŽĞƚĂů͕͘ϮϬϬϭ͖>ŝŶĚĞƚĂů͕͘ϮϬϬϮͿ͘ƉƉůŝĐĂƟŽŶŽĨƚŚŝƐƐƚƌĂƚĞŐǇ
ĂƚƚŚĞĐĞůůƵůĂƌůĞǀĞůƉƌŽǀŝĚĞƐĂŐůŽďĂůƐĐĞŶĂƌŝŽŽĨƚŚĞƌĞǀĞƌƐŝďůĞĐǇƐƚĞŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶƐƚĂƚƵƐ͕ŝŶĐůƵĚŝŶŐ^Ͳ^͕
Ͳ^^'͕ĂŶĚ^K,͕ĂŶĚŚĂƐďĞĞŶĞǆƉůŽƌĞĚŝŶƉůĂŶƚƐďŽƚŚĂƚĐĞůůƵůĂƌĂŶĚƐƵďĐĞůůƵůĂƌůĞǀĞůƐ;dĂďůĞϭͿ͘,ŽǁĞǀĞƌ͕ 
ĂƉƉůŝĐĂƟŽŶŽĨƚŚŝƐƚĞĐŚŶŝƋƵĞĨŽƌƐƵůĨĞŶŽŵĞƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐŝƐ ůŝŵŝƚĞĚĚƵĞƚŽƚŚĞŚŝŐŚůǇƌĞĂĐƟǀĞ͕ƚƌĂŶƐŝĞŶƚ
ŶĂƚƵƌĞŽĨƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚƐ͘ůƚŚŽƵŐŚŝŶǀŝƚƌŽďůŽĐŬŝŶŐ͕ƌĞĚƵĐƟŽŶĂŶĚůĂďĞůŝŶŐƐƚĞƉƐĂƌĞƉĞƌĨŽƌŵĞĚƵŶĚĞƌ
ĂĐŝĚŝĐŽƌĂŶĂĞƌŽďŝĐĐŽŶĚŝƟŽŶƐ͕ŝƚĚŽĞƐŶŽƚĐŽŵƉůĞƚĞůǇƉƌĞĐůƵĚĞƚŚĞĐŚĂŶĐĞŽĨĚĞŶŽǀŽƐƵůĨĞŶǇůĂƟŽŶĚƵĞƚŽ
ϮϬϬ
ŚĂƉƚĞƌϵ
ĂŶĂůƚĞƌĞĚĐǇƐƚĞŝŶĞƌĞĚŽǆƐƚĂƚĞŝŶƚŚĞĐĞůůůǇƐĂƚĞƐ͕ŽƌƚŚĂƚƚŚĞƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐĂƌĞŝŶƐƵĸĐŝĞŶƚůǇ
ƚƌĂƉƉĞĚĚƵĞ ƚŽƉƌŽƚĞĐƚŝŽŶŽƌŽǀĞƌŽǆŝĚĂƚŝŽŶ ;ŽƵƚƵƌŝĞƌĞƚĂů͕͘ϮϬϭϯ͖ >ĞŽŶĂƌĚĂŶĚĂƌƌŽůů͕ϮϬϭϭͿ͘
/ZdWZKdKD/^&KZz^KyͳWdD^
ƉĂƌƚ ĨƌŽŵƚŚĞĂůŬǇůĂƚŝŽŶͲďĂƐĞĚ ŝŶĚŝƌĞĐƚ ƚĞĐŚŶŽůŽŐŝĞƐ͕ĚŝƌĞĐƚĚĞƚĞĐƚŝŽŶƐŚĂǀĞďĞĞŶĚĞǀĞůŽƉĞĚĨŽƌ
ƚŚĞ ŝĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶŽĨǇƐKǆͲWdDƐ͘DŽƐƚŽĨƚŚĞƐĞĚŝƌĞĐƚƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐĂƌĞďĂƐĞĚŽŶƐƉĞĐŝĮĐƉƌŽďĞƐĨŽƌ
ĚŝƌĞĐƚƚƌĂƉƉŝŶŐŽƌůĂďĞůŝŶŐŽĨƚŚĞŵŽĚŝĮĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐ͕ŽƌĨŽƌĂĸŶŝƚǇĞŶƌŝĐŚŵĞŶƚŽĨƚŚĞƚĂƌŐĞƚƐ;dĂďůĞϮͿ͘
^ƵůĨĞŶǇůĂƟŽŶ;Ͳ^K,Ϳ
ŝƌĞĐƚĚĞƚĞĐƟŽŶŽĨͲ^K,ŝƐďĂƐĞĚŽŶƚŚĞĞůĞĐƚƌŽƉŚŝůŝĐĐŚĂƌĂĐƚĞƌŽĨƚŚĞƐƵůĨƵƌǁŝƚŚŝŶƚŚĞƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚ
;'ƵƉƚĂĂŶĚĂƌƌŽůů͕ϮϬϭϰͿ͕ǁŚŝĐŚĐĂŶƌĞĂĐƚǁŝƚŚĂŚŝŐŚůǇƐĞůĞĐƟǀĞϱ͕ϱͲĚŝŵĞƚŚǇůͲϭ͕ϯͲĐǇĐůŽŚĞǆĂŶĞĚŝŽŶĞ
;ĚŝŵĞĚŽŶĞͿ͘^ƵďƐĞƋƵĞŶƚůǇ͕ ĚŝŵĞĚŽŶĞͲƚĂŐŐĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐĐĂŶďĞŝĚĞŶƟĮĞĚďǇŵĂƐƐƐƉĞĐƚƌŽŵĞƚƌǇ;ĂƌďĂůůĂů
ĞƚĂů͕͘ϮϬϬϯ͖tĂƐǌĐǌĂŬĞƚĂů͕͘ϮϬϭϰͿ͘,ŽǁĞǀĞƌ͕ ĚŝŵĞĚŽŶĞŚĂƐůŝŵŝƚĞĚĂƉƉůŝĐĂƟŽŶƐĨŽƌƚŚĞŝĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶŽĨ
ƚŚĞĐĞůůƵůĂƌƐƵůĨĞŶŽŵĞĚƵĞƚŽƚŚĞůĂĐŬŽĨĂĨƵŶĐƟŽŶĂůŐƌŽƵƉƚŽĞŶƌŝĐŚĨŽƌĚŝŵĞĚŽŶĞͲƚĂŐŐĞĚƐƵůĨĞŶǇůĂƚĞĚ
ƉƌŽƚĞŝŶƐ͘dŚĞƌĞĨŽƌĞ͕ĚŝŵĞĚŽŶĞͲďŝŽƟŶͬŇƵŽƌŽƉŚŽƌĞƐĐŽŶũƵŐĂƚĞƐ͕ƐƵĐŚĂƐƚŚĞWͲďŝŽƐĞƌŝĞƐ͕ƚŚĞWͲ&>
ƐĞƌŝĞƐ͕ĂŶĚƚŚĞWͲZŚŽƐĞƌŝĞƐ͕ŚĂǀĞďĞĞŶĚĞǀĞůŽƉĞĚ͕ǁŚŝĐŚĂůůŽǁƐĞŶƐŝƟǀĞĚĞƚĞĐƟŽŶĂŶĚĞŶƌŝĐŚŵĞŶƚ
ŽĨ^K,ŵŽĚŝĮĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐ;ŚĂƌůĞƐĞƚĂů͕͘ϮϬϬϳ͖WŽŽůĞĞƚĂů͕͘ϮϬϬϱͿ͘KŶĞƉŽƚĞŶƟĂůĚƌĂǁďĂĐŬŽĨƚŚĞƐĞ
ĐŚĞŵŝĐĂůƉƌŽďĞƐŝƐƚŚĂƚƚŚĞďƵůŬǇĐŚĞŵŝĐĂůƚĂŐƐĐŽŵƉƌŽŵŝƐĞĐĞůůͲƉĞƌŵĞĂďŝůŝƚǇ;WŽŽůĞĞƚĂů͕͘ϮϬϬϳ͖^ĞŽ
ĂŶĚĂƌƌŽůů͕ϮϬϬϵͿ͘ƐƵďƐĞƋƵĞŶƚĂůƚĞƌŶĂƚŝǀĞĂƉƉƌŽĂĐŚǁĂƐƚŚĞĚĞǀĞůŽƉŵĞŶƚŽĨĂǌŝĚŽͲĂŶĚĂůŬǇŶĞͲ
ĨƵŶĐƚŝŽŶĂůŝǌĞĚĚŝŵĞĚŽŶĞĂŶĂůŽŐƐƚĞƌŵĞĚǌͲϭ;ZĞĚĚŝĞĞƚĂů͕͘ϮϬϬϴ͖^ĞŽĂŶĚĂƌƌŽůů͕ϮϬϬϵͿ͕ǌͲϮ
;>ĞŽŶĂƌĚĞƚĂů͕͘ϮϬϬϵͿ͕zŶͲϭĂŶĚzŶͲϮ;WĂƵůƐĞŶĂŶĚĂƌƌŽůů͕ϮϬϭϯͿ͕ǁŚŝĐŚĞŶĂďůĞƚŚĞĚŝƌĞĐƚƚƌĂƉƉŝŶŐ
ĂŶĚƚĂŐŐŝŶŐŽĨƉƌŽƚĞŝŶͲ^K,ŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐŝŶůŝǀŝŶŐĐĞůůƐ͘zŶͲϮŚĂƐďĞĞŶƌĞƉŽƌƚĞĚĂƐĂŶŽŶͲƚŽǆŝĐƉƌŽďĞ
ǁŝƚŚŶŽŝŶŇƵĞŶĐĞŽŶƚŚĞŝŶƚƌĂĐĞůůƵůĂƌƌĞĚŽǆďĂůĂŶĐĞ;WĂƵůƐĞŶĞƚĂů͕͘ϮϬϭϮ͖zĂŶŐĞƚĂů͕͘ϮϬϭϰͿ͘dŚŝƐĂůŬǇŶĞ
ĨƵŶĐƟŽŶĂůŝǌĞĚƉƌŽďĞŚĂƐƌĞĐĞŶƚůǇďĞĞŶĂƉƉůŝĞĚĨŽƌƚŚĞĮƌƐƚƟŵĞŝŶƉůĂŶƚƐ͕ůĞĂĚŝŶŐƚŽƚŚĞŝĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶŽĨ
ϮϮϲƐƵůĨĞŶǇůĂƚĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐŝŶ,ϮKϮƚƌĞĂƚĞĚƌĂďŝĚŽƉƐŝƐĐĞůůƐ;ŬƚĞƌĞƚĂů͘ƐƵďŵŝƩĞĚͿ͘dǁŽƌĞĐĞŶƚƌĞƉŽƌƚƐ
ĞǆƉĂŶĚƚŚĞůŝƐƚŽĨĐŚĞŵŝĐĂůƉƌŽďĞƐ͗ϭ͕ϯͲĐǇĐůŽƉĞŶƚĂĚŝŽŶĞ;YŝĂŶĞƚĂů͕͘ϮϬϭϭͿĂŶĚƚŚĞůŝŶĞĂƌɴͲŬĞƚŽĞƐƚĞƌ
;YŝĂŶĞƚĂů͕͘ϮϬϭϮͿ͘,ŽǁĞǀĞƌ͕ ƚŚĞůŝŶĞĂƌɴͲŬĞƚŽĞƐƚĞƌƉƌŽďĞŚĂƐďĞĞŶĚĞďĂƚĞĚǁŝƚŚĂŶŝƐƐƵĞŽĨƵŶƐƉĞĐŝĮĐ
ƌĞĐŽŐŶŝƟŽŶ;'ƵƉƚĂĂŶĚĂƌƌŽůů͕ϮϬϭϰͿ͘DŽƌĞƌĞĐĞŶƚůǇ͕ ĂŶĞǁĐŚĞŵŝĐĂůƉƌŽďĞĨŽƌ^K,ĚĞƚĞĐƟŽŶ͕ƚĞƌŵĞĚ
ďŝĐǇĐůŽ΀ϲ͘ϭ͘Ϭ΁ŶŽŶǇŶĞ;EͿĚĞƌŝǀĂƟǀĞƐ͕ŚĂƐďĞĞŶƉƵďůŝƐŚĞĚ;WŽŽůĞĞƚĂů͕͘ϮϬϭϰͿ͘/ƚŝƐĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĞĚǁŝƚŚĂ
ƌĞĂĐƟŽŶƌĂƚĞƚŚĂƚŝƐŵŽƌĞƚŚĂŶƚǁŽŽƌĚĞƌƐŽĨŵĂŐŶŝƚƵĚĞĨĂƐƚĞƌĂƐĐŽŵƉĂƌĞĚƚŽĚŝŵĞĚŽŶĞͲďĂƐĞĚƉƌŽďĞƐ͘
/ŶƐŝƚƵƚƌĂƉƉŝŶŐĂƉƉƌŽĂĐŚĞƐǁŝƚŚƚŚĞƐĞĐŚĞŵŝĐĂůƉƌŽďĞƐŚĂǀĞƚŚĞŝƌŽǁŶůŝŵŝƚĂƟŽŶƐ͕ĂƐƚŚĞĂĚĚŝƟŽŶŽĨ
ĂƐŵĂůůŵĞŵďƌĂŶĞƉĞƌŵĞĂďůĞŵŽůĞĐƵůĞƚŽĐĞůůƐŵŝŐŚƚŝŶƚĞƌĨĞƌĞǁŝƚŚƚŚĞƐŝŐŶĂůŝŶŐƉĂƚŚǁĂǇƐ͘dŚŝƐŝƐƐƵĞ
ĐĂŶďĞĂĚĚƌĞƐƐĞĚ͕ĂƚůĞĂƐƚŝŶƉĂƌƚ͕ďǇĂĚĚŝŶŐƚŚĞƉƌŽďĞƚŽĐĞůůƐĂŌĞƌƐŝŐŶĂůƉĂƚŚǁĂǇĂĐƟǀĂƟŽŶĂŶĚͬŽƌďǇ
ŵŽŶŝƚŽƌŝŶŐƚŚĞĞīĞĐƚŽĨƉƌŽďĞĂĚĚŝƟŽŶŽŶƌĞůĞǀĂŶƚĚŽǁŶƐƚƌĞĂŵďŝŽůŽŐŝĐĂůŵĂƌŬĞƌƐ;WĂƵůƐĞŶĂŶĚĂƌƌŽůů͕
ϮϬϬϵͿ͘ŶŽƚŚĞƌŝŵƉŽƌƚĂŶƚĐŽŶƐŝĚĞƌĂƟŽŶǁŝƚŚĐŚĞŵŝĐĂůƉƌŽďĞƐŝƐƚŚĞƌĂƚĞĂƚǁŚŝĐŚƚŚĞƉƌŽďĞƐƌĞĂĐƚǁŝƚŚ
ƚŚĞŵŽĚŝĮĞĚǇƐƌĞƐŝĚƵĞ͘/ĨƚŚĞƌĞĂĐƟŽŶŝƐƐůŽǁ͕ƚƌĂŶƐŝĞŶƚĐǇƐƚĞŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶĞǀĞŶƚƐŵŝŐŚƚďĞŵŝƐƐĞĚ͘dŚĞ
ŵŽĚĞƐƚƐĞĐŽŶĚŽƌĚĞƌƌĂƚĞĐŽŶƐƚĂŶƚĨŽƌƚŚĞƌĞĂĐƟŽŶŽĨŵĂŶǇĚŝŵĞĚŽŶĞĂŶĂůŽŐƐǁŝƚŚƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚŝƐŽŶůǇ
Ϯ͘ϳǆϭϬͲϮDͲϭƐͲϭ;WĂƵůƐĞŶĂŶĚĂƌƌŽůů͕ϮϬϭϯͿ͕ǁŚŝĐŚŵŝŐŚƚŶŽƚďĞƐƵĸĐŝĞŶƚƚŽƚƌĂƉĞƐƉĞĐŝĂůůǇƚƌĂŶƐŝĞŶƚ
ŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐ͘dŚĞƌĞĨŽƌĞ͕ŝƚǁŝůůďĞŝŵƉŽƌƚĂŶƚƚŽĚĞǀĞůŽƉĐŚĞŵŝĐĂůƉƌŽďĞƐǁŝƚŚĂŚŝŐŚƌĞĂĐƟŽŶƌĂƚĞƚŽƚƌĂƉ
ϮϬϭ
E
ƚŚĞƐĞƚƌĂŶƐŝĞŶƚůǇĨŽƌŵĞĚƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚƐ͘dŚĞzŶͲϮƉƌŽďĞ͕ŚŽǁĞǀĞƌ͕ ŝƐĚŽŝŶŐŵƵĐŚďĞƩĞƌ͕ ƐŝŶĐĞŝƚƐƌĞĂĐƟŽŶ
ƌĂƚĞǁŝƚŚĚŝƉĞƉƟĚĞͲ^K,ŝƐĞƐƟŵĂƚĞĚƚŽďĞϭϭDоϭsоϭ;'ƵƉƚĂĂŶĚĂƌƌŽůů͕ϮϬϭϰͿ͘/ŶƌĞĐĞŶƚǁŽƌŬŽĨWŽŽůĞĞƚ
Ăů͘;ϮϬϭϰͿ͕ŝƚŚĂƐďĞĞŶƐŚŽǁŶƚŚĂƚƐƚƌĂŝŶĞĚĐǇĐůŽĂůŬǇŶĞƐƌĞĂĐƚǁŝƚŚƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚƐƚŽǇŝĞůĚĂƐƚĂďůĞĂůŬĞŶǇů
ƐƵůĨŽǆŝĚĞǁŝƚŚĂƌĞĂĐƟŽŶƌĂƚĞƚŚĂƚŝƐϭϬϬƟŵĞƐĨĂƐƚĞƌƚŚĂŶƚŚĂƚŽĨŵŽƐƚĚŝŵĞĚŽŶĞͲďĂƐĞĚϭ͕ϯĚŝĐĂƌďŽŶǇů
ƌĞĂŐĞŶƚƐ͘,ŽǁĞǀĞƌ͕ ŝŶĐƌĞĂƐŝŶŐƚŚĞƉƌŽďĞĐŽŶĐĞŶƚƌĂƟŽŶĐĂŶĂůƐŽĐŽŵƉĞŶƐĂƚĞĨŽƌƌĞůĂƟǀĞůǇŵŽĚĞƐƚƌĞĂĐƟŽŶ
ƌĂƚĞƐ͕ďƵƚĂƉƉƌŽƉƌŝĂƚĞĐŽŶƚƌŽůƐŵƵƐƚďĞƉĞƌĨŽƌŵĞĚƚŽĞŶƐƵƌĞƚŚĂƚƚŚĞƵŶĚĞƌůǇŝŶŐďŝŽůŽŐǇŝƐŶŽƚĚŝƐƚƵƌďĞĚ͘
ůƚĞƌŶĂƚŝǀĞůǇ͕ĂǇĞĂƐƚWͲϭ ;zWϭͿͲďĂƐĞĚŐĞŶĞƚŝĐƉƌŽďĞŽĨĨĞƌƐĂǁĂǇ ƚŽ ƚƌĂƉ Ͳ^K, ŝŶǀŝǀŽ ĨŽƌ ƚŚĞ
ŝĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶŽĨƌĞĚŽǆƐĞŶƐŝƟǀĞƉƌŽƚĞŝŶƐƵŶĚĞƌŐŽŝŶŐƐƵůĨĞŶǇůĂƟŽŶƵŶĚĞƌŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐĐŽŶĚŝƟŽŶƐ
;dĂŬĂŶŝƐŚŝĞƚĂů͕͘ϮϬϬϳďͿ͘dŽĚĞǀĞůŽƉĂzWϭŐĞŶĞƚŝĐƉƌŽďĞ͕ ƚŚĞͲƚĞƌŵŝŶĂůĐǇƐƚĞŝŶĞƌŝĐŚĚŽŵĂŝŶŽĨ
ƚŚĞzWϭƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĨĂĐƚŽƌǁĂƐŵƵƚĂƚĞĚ͕ ůĞĂǀŝŶŐĂƐŝŶŐůĞǇƐϱϵϴĨŽƌƚƌĂƉƉŝŶŐƐƵůĨĞŶǇůĂƚĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐ
ƚŚƌŽƵŐŚƚŚĞĨŽƌŵĂƟŽŶŽĨĚŝƐƵůĮĚĞďŽŶĚƐ͘dŚŝƐŐĞŶĞƟĐƉƌŽďĞĞƋƵŝƉƉĞĚǁŝƚŚĂŶĂĸŶŝƚǇƚĂŐǁĂƐĞǆƉƌĞƐƐĞĚ
ŝŶƐĐŚĞƌŝĐŚŝĂĐŽůŝĂŶĚƵƐĞĚƚŽĐŽͲƉƵƌŝĨǇƉƌŽƚĞŝŶƐƵŶĚĞƌŐŽŝŶŐ,ϮKϮͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚƐƵůĨĞŶǇůĂƚŝŽŶ͘ /ŶĂ
ĨŽůůŽǁͲƵƉƐƚƵĚǇ͕ ƚŚŝƐƚĞĐŚŶŝƋƵĞǁĂƐĂƉƉůŝĞĚƚŽǇĞĂƐƚ;dĂŬĂŶŝƐŚŝĂŶĚtŽŽĚ͕ϮϬϭϭͿƚŽƉƌŽĮůĞƐƵůĨĞŶǇůĂƚĞĚ
ƉƌŽƚĞŝŶƐƵŶĚĞƌ,ϮKϮƐƚƌĞƐƐ͘hƐŝŶŐĂĐŽŵďŝŶĂƚŝŽŶŽĨƚŚĞWͲŝŽϭĂŶĚzWϭƉƌŽďĞ ŝŶƚŚĞDĞĚŝĐĂŐŽ
ƚƌƵŶĐĂƚƵůĂĂŶĚ^ŝŶŽƌŚŝǌŽďŝƵŵŵĞůŝůŽƟƐǇŵďŝŽƐŝƐ͕ϰϰƉƌŽƚĞŝŶƐǁĞƌĞĨŽƵŶĚƐƵůĨĞŶǇůĂƚĞĚ ŝŶ ŝŶŽĐƵůĂƚĞĚ
ƌŽŽƚƐĂŶĚϲϱƉƌŽƚĞŝŶƐŝŶƚŚĞĨƵŶĐƟŽŶŝŶŐƐǇŵďŝŽƟĐŽƌŐĂŶ;KŐĞƌĞƚĂů͕͘ϮϬϭϮͿ͘tĞĚĞǀĞůŽƉĞĚĂŶĚĂƉƉůŝĞĚ
ƐƵĐĐĞƐƐĨƵůůǇƚŚĞzWϭͲďĂƐĞĚƐƵůĨĞŶŽŵĞŵŝŶŝŶŐƐƚƌĂƚĞŐǇŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐƚŚĂůŝĂŶĂǁŝƚŚƚŚĞŝĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶ
ŽĨϵϳƐƵůĨĞŶǇůĂƚĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐ ŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐĐĞůůƐƵƐƉĞŶƐŝŽŶƐƵŶĚĞƌ,ϮKϮƐƚƌĞƐƐ;tĂƐǌĐǌĂŬĞƚĂů͕͘ϮϬϭϰͿ͘
/ŶĐŽŶƚƌĂƐƚƚŽĐŚĞŵŝĐĂůƉƌŽďĞƐ͕ƚŚĞzWϭͲďĂƐĞĚƐƵůĨĞŶŽŵĞƉƌŽďĞŝƐŶŽŶͲŝŶǀĂƐŝǀĞĂŶĚŵŽƌĞƉŚǇƐŝŽůŽŐŝĐĂů͘
dŚĞƵƐĞŽĨƚŚĞzWϭƉƌŽƚĞŝŶƉƌŽďĞĞŶĂďůĞƐĞǆƉůŽƌĂƟŽŶŽĨŽƌŐĂŶĞůůĂƌƐƵůĨĞŶŽŵĞƐ͕ĂƐŝƚĐĂŶďĞĞĂƐŝůǇŵŽĚŝĮĞĚ
ǁŝƚŚƚĂƌŐĞƚƉĞƉƟĚĞƐĞƋƵĞŶĐĞƐ;dĂŬĂŶŝƐŚŝĞƚĂů͕͘ϮϬϬϳĂ͖dĂŬĂŶŝƐŚŝĂŶĚtŽŽĚ͕ϮϬϭϭͿ͘/ŶĂĚĚŝƟŽŶ͕ŝĨǁĞĐŽŵƉĂƌĞ
ƚŚĞƌĂƚĞĐŽŶƐƚĂŶƚŽĨzWϭĚŝƐƵůĮĚĞĨŽƌŵĂƟŽŶǁŝƚŚƚĂƌŐĞƚƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚƐǁŝƚŚƚŚĂƚŽĨƚŚĞƌĞĂĐƟŽŶŽĨƐƵůĨĞŶŝĐ
ĂĐŝĚƐǁŝƚŚƚŚŝŽůƐƚŽĨŽƌŵĂĚŝƐƵůĮĚĞďŽŶĚ;Ϯϭ͘ϲDоϭsоϭͿ;'ƵƉƚĂĂŶĚĂƌƌŽůů͕ϮϬϭϰ͖WĂƵůƐĞŶĂŶĚĂƌƌŽůů͕ϮϬϭϯͿ͕
ƚŚĞzWϭŐĞŶĞƟĐƉƌŽďĞƐŚŽƵůĚďĞŵŽƌĞĞĸĐŝĞŶƚŝŶƚƌĂƉƉŝŶŐƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚƐƚŚĂŶƚŚĞĐŚĞŵŝĐĂůƉƌŽďĞ͘dŚĞ
ĚƌĂǁďĂĐŬƐŽĨƚŚĞzWϭͲďĂƐĞĚƐƚƌĂƚĞŐǇĂƌĞƚŚĞƌĞůĂƟǀĞůŽǁĞĸĐŝĞŶĐǇĂŶĚƚŚĞƐŽŵĞǁŚĂƚŚŝŐŚƌŝƐŬŽĨĨĂůƐĞ
ŝĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶƐ;&ƵƌĚƵŝĂŶĚWŽŽůĞ͕ϮϬϭϰͿ͘dŚĞŶƵŵďĞƌŽĨĚĞƚĞĐƚĞĚƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚͲĨŽƌŵŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶƐĐŽƵůĚďĞ
ƵŶĚĞƌĞƐƟŵĂƚĞĚĚƵĞƚŽƚŚĞƌĞĚƵĐƟŽŶŽĨĚŝƐƵůĮĚĞďŽŶĚƐ;ďĞƚǁĞĞŶzWϭĂŶĚƚĂƌŐĞƚƐƵůĨĞŶǇůĂƚĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐͿ
ďǇŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞŽƌƌĞĚŽǆĞŶǌǇŵĞƐŽƌŽƚŚĞƌĐǇƐƚĞŝŶĞĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶƐ͕ŽƌďǇƚŚĞƌĞƐŽůǀŝŶŐĐǇƐƚĞŝŶĞŽĨ
ƚŚĞƚƌĂƉƉĞĚƉƌŽƚĞŝŶŝƚƐĞůĨ͘ ŶŽƚŚĞƌůŝŵŝƚĂƟŽŶĐŽƵůĚďĞƚŚĞƐƚĞƌŝĐĞīĞĐƚƐ͕ƐŝŶĐĞƚŚĞzĂƉϭͲĐĂƌďŽǆǇͲƚĞƌŵŝŶĂů͕
ĐǇƐƚĞŝŶĞͲƌŝĐŚĚŽŵĂŝŶ;ĐͲZͿǀĂƌŝĂŶƚŵƵƐƚďĞĞǆƉƌĞƐƐĞĚŝŶŚŽƐƚĐĞůůƐĂŶĚ͕ƐŝŶĐĞŝƚŝƐƉƌŽƚĞŝŶͲďĂƐĞĚ͕ŝƚŵĂǇ
ĞǆŚŝďŝƚƐƵďƐƚƌĂƚĞďŝĂƐǁŚĞŶĐŽŵƉĂƌĞĚƚŽĐŚĞŵŝĐĂůͲďĂƐĞĚƉƌŽďĞƐ;'ƵƉƚĂĂŶĚĂƌƌŽůů͕ϮϬϭϰͿ͘DŽƌĞŽǀĞƌ͕ 
ƚŚĞƌĞŝƐĂĐŚĂŶĐĞŽĨĐŽͲĞůƵƟŽŶŽĨŶŽŶͲƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚƉƌŽƚĞŝŶƐĚƵĞƚŽĐŽŵƉůĞǆƉƌŽƚĞŝŶͲƉƌŽƚĞŝŶŝŶƚĞƌĂĐƟŽŶƐ͘
ƚƚŚŝƐƐƚĂŐĞ͕ƚŚĞĐŽŵďŝŶĂƟŽŶŽĨƚŚĞŐĞŶĞƟĐƉƌŽďĞĂŶĚĂĐŚĞŵŝĐĂůƉƌŽďĞǁŽƵůĚďĞĂŶĂƉƉƌŽƉƌŝĂƚĞ
ƐƚƌĂƚĞŐǇƚŽĞǆƉůŽƌĞƚŚĞĐŽŵƉůĞƚĞƐƵůĨĞŶŽŵĞŝŶƉůĂŶƚƐ͕ďĞĐĂƵƐĞďŽƚŚƉƌŽďĞƐŚĂǀĞƚŚĞŝƌƐƉĞĐŝĮĐĂĚǀĂŶƚĂŐĞƐ͘
DŽƌĞŽǀĞƌ͕  ĨƵƚƵƌĞƌĞƐĞĂƌĐŚƐŚŽƵůĚďĞĨŽĐƵƐĞĚŽŶŵĂƉƉŝŶŐĂŶĚƋƵĂŶƟĨǇŝŶŐƚŚĞƐƵůĨĞŶǇůĂƟŽŶƐŝƚĞƐ ŝŶ
ƚŚĞƐŝŐŶĂůƚƌĂŶƐĚƵĐƟŽŶƉƌŽƚĞŝŶƐƚŽĂƐƐĞƐƐƚŚĞŝƌƌŽůĞ ŝŶŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐƐŝŐŶĂůƚƌĂŶƐĚƵĐƟŽŶĞǀĞŶƚƐ͘
ƌĞĐĞŶƚǁŽƌŬŽĨzĂŶŐĞƚĂů͘ ;ϮϬϭϰͿƌĞƉŽƌƚƐĂƉƌŽƚĞŽŵŝĐǁŽƌŬŇŽǁĨŽƌƚŚĞƋƵĂŶƟƚĂƟǀĞŝĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶŽĨ
ƐƵůĨĞŶǇůĂƟŽŶƐŝƚĞƐĐŽŵďŝŶŝŶŐzŶͲϮǁŝƚŚĂĨƵŶĐƟŽŶĂůŝǌĞĚďŝŽƟŶƌĞĂŐĞŶƚĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐĂĐůĞĂǀĂďůĞůŝŶŬĞƌ͘ 
/ŶŚƵŵĂŶĐĞůůƐ͕ƚŚŝƐƉƌŽďĞĂůůŽǁƐƚŽŝĚĞŶƟĨǇĂďŽƵƚϭ͕ϬϬϬƐƵůĨĞŶǇůĂƟŽŶƐŝƚĞƐŝŶŵŽƌĞƚŚĂŶϳϬϬƉƌŽƚĞŝŶƐ͘
ϮϬϮ
ŚĂƉƚĞƌϵ
/^h>&/KE^Έ^ͳ^Ή
ĚŝƌĞĐƚ ŝŶǀŝƚƌŽĚŝƐƵůĨŝĚĞƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐŵĞƚŚŽĚĐĂůůĞĚƌĞĚŽǆƚǁŽͲĚŝŵĞŶƐŝŽŶĂůĞůĞĐƚƌŽƉŚŽƌĞƐŝƐ ;ƌĞĚŽǆ
ϮͲͿŽƌĚŝĂŐŽŶĂů ƚǁŽͲĚŝŵĞŶƐŝŽŶĂůĞůĞĐƚƌŽƉŚŽƌĞƐŝƐ ;ĚŝĂŐŽŶĂůϮͲͿ ŝƐƵƐĞĚ ƚŽ ŝĚĞŶƚŝĨǇ ŝŶƚƌĂͲŽƌ
intermolecular disulfides under non-reducing and reducing conditions based on the differential 
ŵŝŐƌĂƚŝŽŶ ŝŶ ƚŚĞŐĞů ;ƵŵŵŝŶŐ͕ϮϬϬϴͿ͘EŽŶͲĚŝƐƵůĨŝĚĞƉƌŽƚĞŝŶƐǁŝůůŵŝŐƌĂƚĞŽŶĂĚŝĂŐŽŶĂů ƐŝŶĐĞ
ƚŚĞǇŚĂǀĞ ƚŚĞ ƐĂŵĞĞůĞĐƚƌŽƉŚŽƌĞƚŝĐŵŽďŝůŝƚǇ ŝŶďŽƚŚĚŝŵĞŶƐŝŽŶƐ͘,ŽǁĞǀĞƌ͕ƉƌŽƚĞŝŶƐĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐ
ŝŶƚƌĂŵŽůĞĐƵůĂƌĚŝƐƵůĨŝĚĞďŽŶĚƐŚĂǀĞĂ ůŽǁĞƌĞůĞĐƚƌŽƉŚŽƌĞƚŝĐŵŽďŝůŝƚǇ ŝŶ ƚŚĞŝƌ ƌĞĚƵĐĞĚƐƚĂƚĞĂŶĚ
ƚŚĞƌĞĨŽƌĞŵŝŐƌĂƚĞĂďŽǀĞƚŚĞĚŝĂŐŽŶĂů͕ǁŚĞƌĞĂƐĐƌŽƐƐͲůŝŶŬĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐǁŝƚŚŝŶƚĞƌŵŽůĞĐƵůĂƌĚŝƐƵůĮĚĞƐǁŝůů
ĂƉƉĞĂƌďĞůŽǁƚŚĞĚŝĂŐŽŶĂůƐŝŶĐĞƚŚĞǇŵŝŐƌĂƚĞƐůŽǁĞƌ ŝŶƚŚĞĮƌƐƚĚŝŵĞŶƐŝŽŶƚŚĂŶŝŶƚŚĞƐĞĐŽŶĚŽŶĞ͘
ŝƐƵůĨŝĚĞďŽŶĚƐĂƌĞ ƚĂƌŐĞƚĞĚĂŶĚ ƌĞĚƵĐĞĚďǇdƌǆƐ͘ĂƐĞĚŽŶ ƚŚĞ ĨŝŶĚŝŶŐ ƚŚĂƚ ƚŚĞ ŝŶƚĞƌŵŽůĞĐƵůĂƌ
ĚŝƐƵůĨŝĚĞďŽŶĚƐĚƵƌŝŶŐƚŚĞƚŚŝŽůĚŝƐƵůĨŝĚĞĞǆĐŚĂŶŐĞƌĞĂĐƚŝŽŶďĞƚǁĞĞŶƚĂƌŐĞƚƉƌŽƚĞŝŶƐĂŶĚdǆƌƐĂƌĞ
ƐƚĂďŝůŝǌĞĚǁŚĞŶƚŚĞƐĞĐŽŶĚĐǇƐƚĞŝŶĞŽĨdƌǆƐ ŝƐŵƵƚĂƚĞĚ͕ĂŵŽŶŽĐǇƐƚĞŝŶŝĐdƌǆƚƌĂƉƉŝŶŐŵĞƚŚŽĚǁŝƚŚ
ŽŶůǇƚŚĞEͲƚĞƌŵŝŶĂůŶƵĐůĞŽƉŚŝůŝĐĐǇƐƚĞŝŶĞǁĂƐĚĞǀĞůŽƉĞĚ;ƌĂŶĚĞƐĞƚĂů͕͘ϭϵϵϲ͖'ŽǇĞƌĞƚĂů͕͘ϭϵϵϵͿ͘
WƌŽƚĞŽŵŝĐĂƉƉƌŽĂĐŚĞƐďĂƐĞĚŽŶdƌǆĂĸŶŝƚǇĐŚƌŽŵĂƚŽŐƌĂƉŚǇƵƐŝŶŐ ŝŵŵŽďŝůŝǌĞĚŵŽŶŽĐǇƐƚĞŝŶŝĐyy
dƌǆĂƐĂ ůŝŐĂŶĚ͕ŚĂǀĞďĞĞŶĞǆƚĞŶƐŝǀĞůǇĞŵƉůŽǇĞĚ ĨŽƌ ƚŚĞ ŝĚĞŶƚŝĨŝĐĂƚŝŽŶŽĨ ƚŚĞĚŝƐƵůĨŝĚĞƉƌŽƚĞŽŵĞ
ŽĨdƌǆ ƚĂƌŐĞƚƐ ŝŶŵĂŶǇƉůĂŶƚ ƐƉĞĐŝĞƐ ;ĂůŵĞƌĞƚĂů͕͘ϮϬϬϰ͖ĂůŵĞƌĞƚĂů͕͘ϮϬϬϲ͖DĂƌĐŚĂŶĚĞƚĂů͕͘
ϮϬϬϲ͖DĂƌĐŚĂŶĚĞƚĂů͕͘ϮϬϭϬ͖tŽŶŐĞƚĂů͕͘ϮϬϬϰ͖zŽƐŚŝĚĂĞƚĂů͕͘ϮϬϭϯͿ͘,ŽǁĞǀĞƌ͕  ƚŚŝƐƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐ
ĂƉƉƌŽĂĐŚŵĂǇƌĞƐƵůƚ ŝŶĂ ůĂĐŬŽĨƐƉĞĐŝĮĐŝƚǇ͕ƐŝŶĐĞdƌǆƐŽƌdƌǆͲůŝŬĞĞŶǌǇŵĞƐĐĂŶƌĞĚƵĐĞǇƐKǆͲWdDƐ
ƐƵĐŚĂƐ ^ͲŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƚŝŽŶĂŶĚ ƐƵůĨŚǇĚƌĂƚŝŽŶ ;ĞĚŚŽŵŵĞĞƚĂů͕͘ ϮϬϭϮ͖<ƌŝƐŚŶĂŶĞƚ Ăů͕͘ ϮϬϭϭͿ͘
^ͳ'>hdd,/KEz>d/KEΈͳ^^'Ή
A number of direct methods have been developed to identify and analyze plant S-glutathionylated 
ƉƌŽƚĞŝŶƐ͘dŚĞŵŽƐƚǁŝĚĞůǇƵƐĞĚƚĞĐŚŶŝƋƵĞƐĨŽƌ^ͲŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƚĞĚƉƌŽƚĞŽŵŝĐĂŶĂůǇƐĞƐ ŝŶƉůĂŶƚƐĂƌĞ
ďĂƐĞĚŽŶƚŚĞƵƐĞŽĨϯϱ^ͲƌĂĚŝŽůĂďĞůĞĚĐǇƐƚĞŝŶĞ͕ďŝŽƟŶǇůĂƚĞĚŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ;'^,ͲďŝŽƟŶͬ'^^'ͲďŝŽƟŶͿ͕Žƌ
ďŝŽƟŶǇůĂƚĞĚƌĞĚƵĐĞĚŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞĞƚŚǇůĞƐƚĞƌ;'ͲďŝŽƟŶͿ;ŝǆŽŶĞƚĂů͕͘ϮϬϬϱ͖/ƚŽĞƚĂů͕͘ϮϬϬϯ͖DŝĐŚĞůĞƚĞƚ
Ăů͕͘ϮϬϬϱ͖DŝĐŚĞůĞƚĞƚĂů͕͘ϮϬϬϴ͖ĂīĂŐŶŝŶŝĞƚĂů͕͘ϮϬϭϮĂͿ͘
tŝƚŚƚŚĞϯϱ^ͲƌĂĚŝŽůĂďĞůĞĚĐǇƐƚĞŝŶĞƚĞĐŚŶŝƋƵĞ͕ƚŚĞŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞƉŽŽůŽĨŐƌŽǁŝŶŐĐĞůůƐǁŝůůďĞ ůĂďĞůĞĚ͘
dŚĞĮƌƐƚƐƚĞƉŽĨƚŚŝƐŵĞƚŚŽĚŝƐƚŚĞŝŶŚŝďŝƟŽŶŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐǇŶƚŚĞƐŝƐ ŝŶďŽƚŚƚŚĞĐǇƚŽƐŽůĂŶĚŽƌŐĂŶĞůůĞƐ
ďǇĐǇĐůŽŚĞǆŝŵŝĚĞ͕ĨŽůůŽǁĞĚďǇ ŝŶĐƵďĂƟŽŶǁŝƚŚƌĂĚŝŽůĂďĞůĞĚĐǇƐƚĞŝŶĞĨŽƌĨŽƵƌŚŽƵƌƐ͕ƐŽƚŚĂƚ ŝƚĞŶƚĞƌƐ
ƚŚĞĐĞůůĂŶĚŐĞƚƐ ŝŶĐŽƌƉŽƌĂƚĞĚ ŝŶƚŽŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞŵŽůĞĐƵůĞƐ ;ŝǆŽŶĞƚĂů͕͘ϮϬϬϱͿ͘ĨƚĞƌĂŶŽǆŝĚĂƚŝǀĞ
ƐƚƌĞƐƐ ƚƌĞĂƚŵĞŶƚ͕ ƌĂĚŝŽůĂďĞůĞĚͲ^^'ƉƌŽƚĞŝŶƐĂƌĞǀŝƐƵĂůŝǌĞĚďǇ ĨůƵŽƌŽŐƌĂƉŚǇŽĨĂϮͲŐĞů͘dŚĞƐƉŽƚƐ
ŝŶ ƚŚĞŐĞů ƚŚĂƚĚŝƐĂƉƉĞĂƌĂĨƚĞƌ ƚŚĞƌĞĚƵĐƚŝŽŶǁŝƚŚddĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚƚŽ ƚŚŽƐĞŽĨ^ͲŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƚĞĚ
ƉƌŽƚĞŝŶƐ͘ ^ƵďƐĞƋƵĞŶƚůǇ͕ ƚŚĞ ƉƌŽƚĞŝŶƐ ŽĨ ƚŚĞƐĞ ƐƉŽƚƐ ĂƌĞ ŝĚĞŶƚŝĨŝĞĚ ďǇŵĂƐƐ ƐƉĞĐƚƌŽŵĞƚƌǇ͘
tŝƚŚĂďŝŽƟŶǇůĂƚĞĚŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞůĂďĞůŝŶŐƚĞĐŚŶŝƋƵĞ͕ƚŚĞďŝŽƟŶƚĂŐĂůůŽǁƐĚŽǁŶƐƚƌĞĂŵĂŶĂůǇƐŝƐŽĨƚŚĞ
ŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƚĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐďǇtĞƐƚĞƌŶďůŽƚŽƌĂǀŝĚŝŶĂĸŶŝƚǇĐŚƌŽŵĂƚŽŐƌĂƉŚǇ;DŝĐŚĞůĞƚĞƚĂů͕͘ϮϬϬϴͿ͘
ĂƐĞĚŽŶƚŚĞƐĂŵĞƉƌŝŶĐŝƉůĞĂƐĨŽƌŵŽŶŽĐǇƐƚĞŝŶŝĐdƌǆƚƌĂƉƉŝŶŐ͕ŵŽŶŽĐǇƐƚĞŝŶŝĐ'ƌǆƚƌĂƉƉŝŶŐĂůƐŽŚĂƐďĞĞŶ
ĚĞǀĞůŽƉĞĚĨŽƌƚŚĞŝĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶŽĨ^ ͲŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƚĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐ;EŽƌĚƐƚƌĂŶĚĞƚĂů͕͘ϭϵϵϵͿ͘hƐŝŶŐĂŵŽŶŽĐǇƐƚĞŝŶŝĐ
ŵƵƚĂŶƚŽĨ'ƌǆ;ƉŽƉůĂƌ'ƌǆϰŵƵƚĂƚĞĚŽŶƚŚĞƐĞĐŽŶĚĂĐƟǀĞͲƐŝƚĞĐǇƐƚĞŝŶĞͿŚĂƐůĞĚƚŽƚŚĞŝĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶŽĨƚŚĞ
ϮϬϯ
E
'ƌǆͲŝŶƚĞƌĂĐƟŶŐƉƌŽƚĞŝŶƐĨƌŽŵƉŽƉůĂƌ͕ ƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ͕ƉŽƚĂƚŽĂŶĚƉĞĂ;ZŽƵŚŝĞƌĞƚĂů͕͘ϮϬϬϱͿ;dĂďůĞϮͿ͘KƚŚĞƌ
ƐƚƌĂƚĞŐŝĞƐ͕ůŝŬĞďŝŽƟŶůĂďĞůĞĚ'^d;ŚĞŶŐĞƚĂů͕͘ϮϬϬϱͿ͕ĂŶĚŝŵŵŽďŝůŝǌĞĚ'^,ͬ'^^'ĂĸŶŝƚǇŵĂƚƌŝĐĞƐƚŽƚƌĂƉ
ƚŚĞŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƚĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐ;EŝƚƵƌĞĞƚĂů͕͘ϮϬϬϱͿ͕ŚĂǀĞŶŽƚďĞĞŶĂƉƉůŝĞĚĨŽƌƉůĂŶƚƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐƚƵĚŝĞƐƐŽĨĂƌ͘
^h>&/Ez>d/KEΈͳ^K2,ΉE^h>&KEz>d/KEΈͳ^K3,Ή
^ƵůĮŶǇůĂƚĞĚ;Ͳ^KϮ,ͿƉƌŽƚĞŝŶƐĐĂŶďĞĚĞƚĞĐƚĞĚďǇŵĂƐƐƐƉĞĐƚƌŽŵĞƚƌǇǁŝƚŚĂϯϮĂŝŶĐƌĞĂƐĞŝŶƚŚĞŵĂƐƐ
;tŝƚǌĞĞƚĂů͕͘ϮϬϬϳͿ͘,ŽǁĞǀĞƌ͕ ĐŽŶĨƵƐŝŽŶŵŝŐŚƚŽĐĐƵƌ͕ ĂƐŚǇĚƌŽŐĞŶƐƵůĮĚĞůĞĂĚƐƚŽƉĞƌƐƵůĮĚĞƐƉĞĐŝĞƐ;Z^^,Ϳ
ǁŝƚŚƚŚĞƐĂŵĞŶŽŵŝŶĂůŵĂƐƐƐŚŝŌ͘dŚĞƌĞĨŽƌĞ͕ŝƚŝƐŶĞĐĞƐƐĂƌǇƚŽĚĞǀĞůŽƉƐƉĞĐŝĮĐŵĞƚŚŽĚƐĨŽƌŵŽŶŝƚŽƌŝŶŐ
ƚŚĞĨŽƌŵĂƟŽŶŽĨͲ^KϮ,ǁŝƚŚŝŶƉƌŽƚĞŝŶƐ͘ŶƟďŽĚŝĞƐĚŝƌĞĐƚĞĚĂŐĂŝŶƐƚƉƌŽƚĞŝŶƐĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐͲ^KϮ,ŚĂǀĞďĞĞŶ
ĚĞǀĞůŽƉĞĚ;tŽŽĞƚĂů͕͘ϮϬϬϯͿ͕ďƵƚƚŚĞǇĂƌĞŶŽƚƐƵŝƚĞĚĨŽƌŐůŽďĂůƉƌŽĮůŝŶŐƐƚƵĚŝĞƐ͘ƉĂƌƚĨƌŽŵƚŚĂƚĂƌǇůͲŶŝƚƌŽƐŽ
ĐŽŵƉŽƵŶĚƐĐĂŶĂĐƚĂƐĐŚĞŵŽͲƐĞůĞĐƟǀĞƉƌŽďĞƐĨŽƌͲ^KϮ,;>ŽŽŶƚĞĂŶĚĂƌƌŽůů͕ϮϬϭϮͿ͕ǁŚŝĐŚŵŝŐŚƚŽƉĞŶ
ĂŶĞǁĂǀĞŶƵĞĨŽƌƐƚƵĚǇŝŶŐͲ^KϮ,ĂƚƚŚĞƉƌŽƚĞŽŵŝĐůĞǀĞů͘>ŝŬĞͲ^KϮ,͕ƚŚĞƌŽůĞŽĨͲ^K3,ŝŶƌĞĚŽǆƌĞŐƵůĂƟŽŶ
ŚĂƐĨŽƌĂůŽŶŐƟŵĞďĞĞŶŚŝŶĚĞƌĞĚďǇĂůĂĐŬŽĨŵĞĂŶƐƚŽƐĞůĞĐƟǀĞůǇĚĞƚĞĐƚƚŚŝƐŝƌƌĞǀĞƌƐŝďůĞǇƐKǆͲWdDƐ͘
ZĞĐĞŶƚůǇ͕ ĂŵĞƚŚŽĚŚĂƐďĞĞŶĚĞǀĞůŽƉĞĚƚŚĂƚƉĞƌŵŝƚƐƐĞůĞĐƟǀĞĞŶƌŝĐŚŵĞŶƚŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐͲ^K3,
ƵƐŝŶŐƉŽůǇͲĂƌŐŝŶŝŶĞ;WͿͲĐŽĂƚĞĚŶĂŶŽͲĚŝĂŵŽŶĚƐĂƐŚŝŐŚĂĸŶŝƚǇƉƌŽďĞƐ;ŚĂŶŐĞƚĂů͕͘ϮϬϭϬͿ͕ďƵƚĚƵĞƚŽƚŚĞ
ĐŽŵƉĞƟƟŽŶǁŝƚŚƉŚŽƐƉŚŽƌǇůĂƚĞĚƉĞƉƟĚĞƐ͕ƚŚĞŶƵŵďĞƌŽĨĚĞƚĞĐƚĞĚͲ^K3,ĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶƐŝƐůŝŵŝƚĞĚ͘
WZ^Wd/s
dŚĞĂƉƉůŝĐĂƟŽŶŽĨƉƌŽƚĞŽŵŝĐŵĞƚŚŽĚƐŚĂƐŝŶĐƌĞĂƐĞĚƚŚĞŶƵŵďĞƌŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐƚŚĂƚƉŽƚĞŶƟĂůůǇƵŶĚĞƌŐŽ
ZK^ͲƚƌŝŐŐĞƌĞĚKǆͲWdDƐ ŝŶƉůĂŶƚƐ͘ /ŶƉůĂŶƚ ƌĞĚŽǆďŝŽůŽŐǇ͕ ƚŚĞƌĞǁĂƐĂŵŝƐƐŝŶŐ ůŝƐƚŽĨ ƚŚĞƉƌŽƚĞŝŶƐ
ĨŽƌŵŝŶŐƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚƐ͕ƚŚĞĮƌƐƚŽǆŝĚĂƟŽŶƐƚĂŐĞŽĨƚŚĞƌĞĚŽǆƌĞŐƵůĂƚŽƌǇĐŚĂŝŶ͕ƵŶƟůƚŚĞƌĞĐĞŶƚƌĞƐĞĂƌĐŚ
ƌĞƉŽƌƚĞĚďǇtĂƐǌĐǌĂŬĞƚĂů͘ ;ϮϬϭϰͿĂŶĚŬƚĞƌĞƚĂů͕͘ƐƵďŵŝƩĞĚ͘dŚĞŶĞǆƚĐŚĂůůĞŶŐĞŝƐƚŽǀĂůŝĚĂƚĞƚŚĞ
ƐƵůĨĞŶǇůĂƚĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐ ŝŶĂůů ƚŚĞŝƌďŝŽĐŚĞŵŝĐĂů͕ ĨƵŶĐƚŝŽŶĂůĂŶĚƐƚƌƵĐƚƵƌĂůĂƐƉĞĐƚƐ ŝŶŽƌĚĞƌ ƚŽŐĞƚĂŶ
ŝŶͲĚĞƉƚŚŝŶƐŝŐŚƚŝŶƚŽƚŚĞŵŽĚĞŽĨĂĐƟŽŶŽĨZK^ƐŝŐŶĂůƚƌĂŶƐĚƵĐƟŽŶĂƚƚŚĞŵŽůĞĐƵůĂƌůĞǀĞů͘ƉĂƌƚĨƌŽŵ
ƚŚĂƚ͕ƐŝƚĞͲƐƉĞĐŝĮĐŵĂƉƉŝŶŐĂŶĚƋƵĂŶƟĮĐĂƟŽŶŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐƵůĨĞŶǇůĂƟŽŶŵŝŐŚƚŐŝǀĞƵƐĂďƌŽĂĚĞƌǀŝĞǁ
ŽŶƚŚĞƉůĂŶƚƐƵůĨĞŶŽŵĞ͘dŚĞƌĞĨŽƌĞ͕ƚŚĞĚĞǀĞůŽƉŵĞŶƚŽĨŶĞǁƚŽŽůƐ͕ ůŝŬĞƚŚĞhsĐůĞĂǀĂďůĞĚŝŵĞĚŽŶĞ
ƉƌŽďĞ;zĂŶŐĞƚĂů͕͘ϮϬϭϰͿ͕ǁŝůůďĞŝŵƉŽƌƚĂŶƚƚŽďŽŽƐƚƚŚĞƌĞĚŽǆĮĞůĚ͘tĞĂŶƟĐŝƉĂƚĞƚŚĂƚĨƵƚƵƌĞĞīŽƌƚƐ
ƚŽǁĂƌĚĚĞĐŝƉŚĞƌŝŶŐƚŚĞZK^ƐŝŐŶĂůƚƌĂŶƐĚƵĐƟŽŶĞǀĞŶƚƐǁŝůů ĨŽĐƵƐŽŶƚŚĞĨƵŶĐƟŽŶĂůĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĂƟŽŶ
ŽĨĂůƌĞĂĚǇŝĚĞŶƟĮĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐ͕ƚŚĞƌĞďǇĞǆƉůŽƌŝŶŐƚŚĞƐĞƚƐŽĨŶŽŶͲǀĂůŝĚĂƚĞĚƉƌŽƚĞŽŵŝĐĮŶĚŝŶŐƐ͘&ŝŶĂůůǇ͕
ǁĞĞǆƉĞĐƚ ƚŚĂƚ ƚŚĞŐƌŽǁŝŶŐŬŶŽǁůĞĚŐĞŽĨZK^ƐŝŐŶĂů ƚƌĂŶƐĚƵĐƚŝŽŶĞǀĞŶƚƐǁŝůů ƐƚŝŵƵůĂƚĞĞĨĨŽƌƚƐ
ƚŽǁĂƌĚƚŚĞŵĂŶŝƉƵůĂƟŽŶŽĨƉůĂŶƚƐƚƌĞƐƐƚŽůĞƌĂŶĐĞĂŶĚĨƵƚƵƌĞƚƌĂŶƐůĂƟŽŶŽĨƚŚŝƐŬŶŽǁůĞĚŐĞŝŶƚŽĐƌŽƉƐ͘
<EKt>'DEd^
dŚŝƐǁŽƌŬǁĂƐ ƐƵƉƉŽƌƚĞĚ ďǇ ŐƌĂŶƚƐ ĨƌŽŵ hͲZK^ ;D^ K^d ĐƚŝŽŶ DϭϮϬϯͿ͕ ZĞƐĞĂƌĐŚ
&ŽƵŶĚĂƚŝŽŶ &ůĂŶĚĞƌƐ ;&tK ƉƌŽũĞĐƚ 'ϬϳϵϭϰE ͞^ƵůĨĞŶŽŵŝĐƐ͗  ŽǆŝĚĂƚŝĞǀĞ ƐĐŚĂŬĞůĂĂƌƐ ŝŶ
ƉůĂŶƚĞŶ͘ ,ŽĞ ǌǁĂǀĞůŚŽƵĚĞŶĚĞ ƉůĂŶƚĞŶĞŝǁŝƚƚĞŶ ǀŝĂ ͚ĂŐƌĞƐƐŝĞǀĞ͛  ǌƵƵƌƐƚŽĨ ƉƌĂƚĞŶ͞Ϳ͕  /td
;ƉƌŽũĞĐƚƐWŚŽĞŶŝǆĂŶĚ^ƚƌĞƐƐŶĞƚͿ͕ ƚŚĞ /ŶƚĞƌƵŶŝǀĞƌƐŝƚǇƚƚƌĂĐƚŝŽŶWŽůĞƐWƌŽŐƌĂŵŵĞ ;/hWWϳͬϮϵ
ϮϬϰ
ŚĂƉƚĞƌϵ
͞DZ^͟Ϳ ŝŶŝƚŝĂƚĞĚďǇ ƚŚĞĞůŐŝĂŶ^ĐŝĞŶĐĞWŽůŝĐǇKĨĨŝĐĞĂŶĚ'ŚĞŶƚhŶŝǀĞƌƐŝƚǇ ;DƵůƚŝĚŝƐĐŝƉůŝŶĂƌǇ
ZĞƐĞĂƌĐŚ WĂƌƚŶĞƌƐŚŝƉ ͞ŝŽƚĞĐŚŶŽůŽŐǇ ĨŽƌ Ă ^ƵƐƚĂŝŶĂďůĞ ĐŽŶŽŵǇ͟ ;'ƌĂŶƚ ϬϭDZϱϭϬtͿ͘
 
Z&ZE^
ůŬŚĂůĮŽƵŝ&͕ ZĞŶĂƌĚD͕sĞŶƐĞůt,͕tŽŶŐ:͕dĂŶĂŬĂ<͕,ƵƌŬŵĂŶt:͕ƵĐŚĂŶĂŶ͕DŽŶƚƌŝĐŚĂƌĚ&͘ ϮϬϬϳ͘
dŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶͲůŝŶŬĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐĂƌĞƌĞĚƵĐĞĚĚƵƌŝŶŐŐĞƌŵŝŶĂƟŽŶŽĨDĞĚŝĐĂŐŽƚƌƵŶĐĂƚƵůĂƐĞĞĚƐ͘WůĂŶƚWŚǇƐŝŽů
ϭϰϰ͕ϭϱϱϵͲϭϱϳϵ͘
ůǀĂƌĞǌ^ ͕ŚƵD͕ŚĞŶ^ ͘ϮϬϬϵ͘WƌŽƚĞŽŵŝĐƐŽĨƌĂďŝĚŽƉƐŝƐƌĞĚŽǆƉƌŽƚĞŝŶƐŝŶƌĞƐƉŽŶƐĞƚŽŵĞƚŚǇůũĂƐŵŽŶĂƚĞ͘
:WƌŽƚĞŽŵŝĐƐϳϯ͕ϯϬͲϰϬ͘
ŶĚĞƌƐŽŶ>͕DĂŶĂďĞ<͘ϭϵϳϵ͘ŝƐƵůĨŝĚĞͲůŝŶŬĞĚƉĞƉƚŝĚĞƐ ŝŶ ƚŚĞĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚ ƚŚǇůĂŬŽŝĚŵĞŵďƌĂŶĞ͘
ŝŽĐŚŝŵŝĐĂĞƚďŝŽƉŚǇƐŝĐĂĂĐƚĂϱϳϵ͕ϭͲϵ͘
ĂůŵĞƌz͕ <ŽůůĞƌ͕sĂů'͕^ĐŚƵƌŵĂŶŶW͕ ƵĐŚĂŶĂŶ͘ϮϬϬϰ͘WƌŽƚĞŽŵŝĐƐƵŶĐŽǀĞƌƐƉƌŽƚĞŝŶƐŝŶƚĞƌĂĐƟŶŐ
ĞůĞĐƚƌŽƐƚĂƟĐĂůůǇǁŝƚŚƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶŝŶĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚƐ͘WŚŽƚŽƐǇŶƚŚZĞƐϳϵ͕ϮϳϱͲϮϴϬ͘
ĂůŵĞƌ z͕ sĞŶƐĞůt,͕,ƵƌŬŵĂŶt:͕ƵĐŚĂŶĂŶ͘ϮϬϬϲ͘dŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶƚĂƌŐĞƚƉƌŽƚĞŝŶƐ ŝŶĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚ
ƚŚǇůĂŬŽŝĚŵĞŵďƌĂŶĞƐ͘ŶƟŽǆŝĚZĞĚŽǆ^ŝŐŶĂůϴ͕ϭϴϮϵͲϭϴϯϰ͘
ĞĚŚŽŵŵĞD͕ĚĂŵŽD͕DĂƌĐŚĂŶĚ,͕ŽƵƚƵƌŝĞƌ :͕ZŽƵŚŝĞƌE͕>ĞŵĂŝƌĞ^͕ĂĨĨĂŐŶŝŶŝD͕dƌŽƐƚ W͘ 
ϮϬϭϮ͘'ůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƟŽŶŽĨĐǇƚŽƐŽůŝĐŐůǇĐĞƌĂůĚĞŚǇĚĞͲϯͲƉŚŽƐƉŚĂƚĞĚĞŚǇĚƌŽŐĞŶĂƐĞĨƌŽŵƚŚĞŵŽĚĞůƉůĂŶƚ
ƌĂďŝĚŽƉƐŝƐƚŚĂůŝĂŶĂŝƐƌĞǀĞƌƐĞĚďǇďŽƚŚŐůƵƚĂƌĞĚŽǆŝŶƐĂŶĚƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶƐŝŶǀŝƚƌŽ͘ŝŽĐŚĞŵ:ϰϰϱ͕ϯϯϳͲϯϰϳ͘
ĞůůŝŶ͕ƐĂŝ^͕ĞůůĞĚŽŶŶĞD͕zŽƐŚŝŽŬĂ,͘ϮϬϭϯ͘EŝƚƌŝĐŽǆŝĚĞĂƐĂŵĞĚŝĂƚŽƌĨŽƌĚĞĨĞŶƐĞƌĞƐƉŽŶƐĞƐ͘DŽů
WůĂŶƚDŝĐƌŽďĞ/ŶƚĞƌĂĐƚϮϲ͕ϮϳϭͲϮϳϳ͘
ƌĂŶĚĞƐ,<͕ >ĂƌŝŵĞƌ &t͕,ĂƌƚŵĂŶ &͘ ϭϵϵϲ͘ dŚĞŵŽůĞĐƵůĂƌ ƉĂƚŚǁĂǇ ĨŽƌ ƚŚĞ ƌĞŐƵůĂƚŝŽŶ ŽĨ
ƉŚŽƐƉŚŽƌŝďƵůŽŬŝŶĂƐĞďǇƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶĨ͘ :ŝŽůŚĞŵϮϳϭ͕ϯϯϯϯͲϯϯϯϱ͘
ƵĐŚĂŶĂŶ͕ĂůŵĞƌz͘ ϮϬϬϱ͘ZĞĚŽǆƌĞŐƵůĂƟŽŶ͗ĂďƌŽĂĚĞŶŝŶŐŚŽƌŝǌŽŶ͘ŶŶƵZĞǀWůĂŶƚŝŽůϱϲ͕ϭϴϳͲϮϮϬ͘
ǇŬŽǀĂEs͕,ŽĞŚŶ͕ZĂŵƉŝƚƐĐŚ͕ĂŶŬƐd͕ ^ƚĞďďŝŶŐ:Ͳ͕&ĂŶd͕ <ŶŽǆZ͘ϮϬϭϭĂ͘ZĞĚŽǆͲƐĞŶƐŝƟǀĞƉƌŽƚĞŽŵĞ
ĂŶĚĂŶƟŽǆŝĚĂŶƚƐƚƌĂƚĞŐŝĞƐŝŶǁŚĞĂƚƐĞĞĚĚŽƌŵĂŶĐǇĐŽŶƚƌŽů͘WƌŽƚĞŽŵŝĐƐϭϭ͕ϴϲϱͲϴϴϮ͘
ǇŬŽǀĂEs͕,ŽĞŚŶ͕ZĂŵƉŝƚƐĐŚ͕ĂŶŬƐd͕ ^ƚĞďďŝŶŐ:͕&ĂŶd͕ <ŶŽǆZ͘ϮϬϭϭď͘ZĞĚŽǆͲƐĞŶƐŝƟǀĞƉƌŽƚĞŽŵĞ
ĂŶĚĂŶƟŽǆŝĚĂŶƚƐƚƌĂƚĞŐŝĞƐŝŶǁŚĞĂƚƐĞĞĚĚŽƌŵĂŶĐǇĐŽŶƚƌŽů͘WƌŽƚĞŽŵŝĐƐϭϭ͕ϴϲϱͲϴϴϮ͘
ĂƌďĂůůĂů^͕ZĂĚŝZ͕<ŝƌŬD͕ĂƌŶĞƐ^͕&ƌĞĞŵĂŶ͕ůǀĂƌĞǌ͘ϮϬϬϯ͘^ƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚĨŽƌŵĂƟŽŶŝŶŚƵŵĂŶ
ƐĞƌƵŵĂůďƵŵŝŶďǇŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞĂŶĚƉĞƌŽǆǇŶŝƚƌŝƚĞ͘ŝŽĐŚĞŵŝƐƚƌǇϰϮ͕ϵϵϬϲͲϵϵϭϰ͘
ŚĂŶŐz͕,ƵĂŶŐE͕>ŝŶ,͕ŚĂŶŐ,͕tƵ͘ϮϬϭϬ͘DĂƉƉŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶĐǇƐƚĞŝŶĞƐƵůĨŽŶŝĐĂĐŝĚŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐ
ǁŝƚŚƐƉĞĐŝĨŝĐĞŶƌŝĐŚŵĞŶƚĂŶĚŵĂƐƐƐƉĞĐƚƌŽŵĞƚƌǇ͗ĂŶ ŝŶƚĞŐƌĂƚĞĚĂƉƉƌŽĂĐŚƚŽĞǆƉůŽƌĞƚŚĞĐǇƐƚĞŝŶĞ
ŽǆŝĚĂƟŽŶ͘WƌŽƚĞŽŵŝĐƐϭϬ͕ϮϵϲϭͲϮϵϳϭ͘
ŚĂƌůĞƐZ>͕^ĐŚƌŽĚĞƌ͕DĂǇ'͕&ƌĞĞW͕ 'ĂīŶĞǇWZ͕tĂŝƚZ͕ĞŐƵŵ^͕,ĞĂĚƐZ:͕ĂƚŽŶW͘ ϮϬϬϳ͘WƌŽƚĞŝŶ
ƐƵůĨĞŶĂƟŽŶĂƐĂƌĞĚŽǆƐĞŶƐŽƌ͗ƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐƐƚƵĚŝĞƐƵƐŝŶŐĂŶŽǀĞůďŝŽƟŶǇůĂƚĞĚĚŝŵĞĚŽŶĞĂŶĂůŽŐƵĞ͘DŽůĞůů
WƌŽƚĞŽŵŝĐƐϲ͕ϭϰϳϯͲϭϰϴϰ͘
ϮϬϱ
E
ŚĞŶŐ'͕/ŬĞĚĂz͕ /ƵĐŚŝz͕ &Ƶũŝŝ:͘ϮϬϬϱ͘ĞƚĞĐƟŽŶŽĨ^ ͲŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƚĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐďǇŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ^ ͲƚƌĂŶƐĨĞƌĂƐĞ
ŽǀĞƌůĂǇ͘ƌĐŚŝŽĐŚĞŵŝŽƉŚǇƐϰϯϱ͕ϰϮͲϰϵ͘
ŽůůĞƚ:&͕ DĞƐƐĞŶƐ:͘ϮϬϭϬ͘^ƚƌƵĐƚƵƌĞ͕ĨƵŶĐƟŽŶ͕ĂŶĚŵĞĐŚĂŶŝƐŵŽĨƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶƉƌŽƚĞŝŶƐ͘ŶƟŽǆŝĚZĞĚŽǆ
^ŝŐŶĂůϭϯ͕ϭϮϬϱͲϭϮϭϲ͘
ŽƵƚƵƌŝĞƌ:͕ŚŝďĂŶŝ<͕:ĂĐƋƵŽƚ:W͕ ZŽƵŚŝĞƌE͘ϮϬϭϯ͘ǇƐƚĞŝŶĞͲďĂƐĞĚƌĞĚŽǆƌĞŐƵůĂƟŽŶĂŶĚƐŝŐŶĂůŝŶŐ ŝŶ
ƉůĂŶƚƐ͘&ƌŽŶƚWůĂŶƚ^Đŝϰ͕ϭϬϱ͘
ƵŵŵŝŶŐZ͘ϮϬϬϴ͘ŶĂůǇƐŝƐŽĨŐůŽďĂůĂŶĚƐƉĞĐŝĨŝĐĐŚĂŶŐĞƐ ŝŶ ƚŚĞĚŝƐƵůĨŝĚĞƉƌŽƚĞŽŵĞƵƐŝŶŐƌĞĚŽǆ
ƚǁŽͲĚŝŵĞŶƐŝŽŶĂůƉŽůǇĂĐƌǇůĂŵŝĚĞŐĞůĞůĞĐƚƌŽƉŚŽƌĞƐŝƐ͘DĞƚŚŽĚƐŝŶŵŽůĞĐƵůĂƌďŝŽůŽŐǇ;ůŝŌŽŶ͕E͘:͘Ϳϰϳϲ͕
ϭϲϱͲϭϳϵ͘
ĂǀŝĞƐD:͘ϮϬϬϱ͘dŚĞŽǆŝĚĂƟǀĞĞŶǀŝƌŽŶŵĞŶƚĂŶĚƉƌŽƚĞŝŶĚĂŵĂŐĞ͘ŝŽĐŚŝŵŝĐĂĞƚďŝŽƉŚǇƐŝĐĂĂĐƚĂϭϳϬϯ͕
ϵϯͲϭϬϵ͘
ŝǆŽŶW͕ ^ŬŝƉƐĞǇD͕'ƌƵŶĚǇED͕ĚǁĂƌĚƐZ͘ϮϬϬϱ͘^ƚƌĞƐƐͲŝŶĚƵĐĞĚƉƌŽƚĞŝŶ^ͲŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƚŝŽŶ ŝŶ
ƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ͘WůĂŶƚWŚǇƐŝŽůϭϯϴ͕ϮϮϯϯͲϮϮϰϰ͘
&ĞƌŶĂŶĚĞƐW͕ ,ŽůŵŐƌĞŶ͘ϮϬϬϰ͘'ůƵƚĂƌĞĚŽǆŝŶƐ͗ŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚƌĞĚŽǆĞŶǌǇŵĞƐǁŝƚŚĨƵŶĐƟŽŶƐ
ĨĂƌďĞǇŽŶĚĂƐŝŵƉůĞƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶďĂĐŬƵƉƐǇƐƚĞŵ͘ŶƟŽǆŝĚZĞĚŽǆ^ŝŐŶĂůϲ͕ϲϯͲϳϰ͘
&ƵƌĚƵŝD͕WŽŽůĞ>͘ϮϬϭϰ͘ŚĞŵŝĐĂůĂƉƉƌŽĂĐŚĞƐƚŽĚĞƚĞĐƚĂŶĚĂŶĂůǇǌĞƉƌŽƚĞŝŶƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚƐ͘DĂƐƐ
^ƉĞĐƚƌŽŵZĞǀϯϯ͕ϭϮϲͲϭϰϲ͘
'ĂůĂŶƚ͕<ŽĞƐƚĞƌZW͕ ŝŶƐǁŽƌƚŚĂ͕,ŝĐŬƐ>D͕:Ğǌ:D͘ϮϬϭϮ͘&ƌŽŵĐůŝŵĂƚĞĐŚĂŶŐĞƚŽŵŽůĞĐƵůĂƌƌĞƐƉŽŶƐĞ͗
ƌĞĚŽǆƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐŽĨŽǌŽŶĞͲŝŶĚƵĐĞĚƌĞƐƉŽŶƐĞƐŝŶƐŽǇďĞĂŶ͘EĞǁWŚǇƚŽůϭϵϰ͕ϮϮϬͲϮϮϵ͘
'ĂŶZ͕^ĂƌĚĂŶĂD<͕:ĂĐŽďƐ:t͕WŽůŽŬŽīD͘ϭϵϵϬ͘zĞĂƐƚƚŚŝŽůƚƌĂŶƐĨĞƌĂƐĞͲͲƚŚĞĂĐƟǀĞƐŝƚĞĐǇƐƚĞŝŶĞƐ
ĚŝƐƉůĂǇĚŝīĞƌĞŶƟĂůƌĞĂĐƟǀŝƚǇ͘ƌĐŚŝŽĐŚĞŵŝŽƉŚǇƐϮϴϮ͕ϭϭϬͲϭϭϱ͘
'ŽǇĞƌ͕ĞĐŽƫŐŶŝĞƐW͕ >ĞŵĂŝƌĞ^͕ZƵĞůůĂŶĚ͕ /ƐƐĂŬŝĚŝƐͲŽƵƌŐƵĞƚ͕:ĂĐƋƵŽƚ:W͕ DŝŐŝŶŝĂĐͲDĂƐůŽǁD͘
ϭϵϵϵ͘dŚĞŝŶƚĞƌŶĂůǇƐͲϮϬϳŽĨƐŽƌŐŚƵŵůĞĂĨEWͲŵĂůĂƚĞĚĞŚǇĚƌŽŐĞŶĂƐĞĐĂŶĨŽƌŵŵŝǆĞĚĚŝƐƵůƉŚŝĚĞƐǁŝƚŚ
ƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶ͘&^>ĞƩϰϰϰ͕ϭϲϱͲϭϲϵ͘
'ƵƉƚĂs͕ĂƌƌŽůů<^͘ϮϬϭϰ͘^ƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚĐŚĞŵŝƐƚƌǇ͕ ĚĞƚĞĐƟŽŶĂŶĚĐĞůůƵůĂƌůŝĨĞƟŵĞ͘ŝŽĐŚŝŵŝŽƉŚǇƐĐƚĂ
ϭϴϰϬ͕ϴϰϳͲϴϳϱ͘
,ĂŐŐůƵŶĚW͕ ƵŶŬĞŶďŽƌŐ:͕DĂĞĚĂ<͕^ ǀĞŶƐƐŽŶ͘ϮϬϬϴ͘/ĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶŽĨƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶĚŝƐƵůĮĚĞƚĂƌŐĞƚƐƵƐŝŶŐ
ĂƋƵĂŶƟƚĂƟǀĞƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐĂƉƉƌŽĂĐŚďĂƐĞĚŽŶŝƐŽƚŽƉĞͲĐŽĚĞĚĂĸŶŝƚǇƚĂŐƐ͘:WƌŽƚĞŽŵĞZĞƐϳ͕ϱϮϳϬͲϱϮϳϲ͘
,ĂŶƐĞŶZ͕ZŽƚŚ͕tŝŶƚŚĞƌ:Z͘ϮϬϬϵ͘YƵĂŶƟĨǇŝŶŐƚŚĞŐůŽďĂůĐĞůůƵůĂƌƚŚŝŽůͲĚŝƐƵůĮĚĞƐƚĂƚƵƐ͘WƌŽĐEĂƚůĐĂĚ
^Đŝh^ϭϬϲ͕ϰϮϮͲϰϮϳ͘
,ĂƋƵĞ͕ŶĚĞƌƐĞŶ:E͕^ĂůŵĞĞŶ͕ĂƌĨŽƌĚ͕dŽŶŬƐE<͘ϮϬϭϭ͘ŽŶĨŽƌŵĂƟŽŶͲƐĞŶƐŝŶŐĂŶƟďŽĚŝĞƐƐƚĂďŝůŝǌĞ
ƚŚĞŽǆŝĚŝǌĞĚĨŽƌŵŽĨWdWϭĂŶĚŝŶŚŝďŝƚŝƚƐƉŚŽƐƉŚĂƚĂƐĞĂĐƟǀŝƚǇ͘Ğůůϭϰϳ͕ϭϴϱͲϭϵϴ͘
,ĂƌĂDZ͕dŚŽŵĂƐ͕ĂƐĐŝŽD͕ĂĞ/͕,ĞƐƚĞƌ>͕ĂǁƐŽŶs>͕ĂǁƐŽŶdD͕^ĂǁĂ͕^ŶǇĚĞƌ^,͘ϮϬϬϲ͘
EĞƵƌŽƉƌŽƚĞĐƟŽŶďǇƉŚĂƌŵĂĐŽůŽŐŝĐďůŽĐŬĂĚĞŽĨƚŚĞ'W,ĚĞĂƚŚĐĂƐĐĂĚĞ͘WƌŽĐEĂƚůĐĂĚ^Đŝh^ϭϬϯ͕
ϯϴϴϳͲϯϴϴϵ͘
,ƵĂŶŐ'd͕ DĂ^ >͕Ăŝ>W͕ ŚĂŶŐ>͕DĂ,͕:ŝĂW͕ >ŝƵ:͕ŚŽŶŐD͕'ƵŽ&͘ ϮϬϭϮ͘^ ŝŐŶĂůƚƌĂŶƐĚƵĐƟŽŶĚƵƌŝŶŐĐŽůĚ͕
ϮϬϲ
ŚĂƉƚĞƌϵ
ƐĂůƚ͕ĂŶĚĚƌŽƵŐŚƚƐƚƌĞƐƐĞƐŝŶƉůĂŶƚƐ͘DŽůŝŽůZĞƉϯϵ͕ϵϲϵͲϵϴϳ͘
,ƵŐŽD͕dƵƌĞůů>͕DĂŶƚĂ͕Žƫ,͕DŽŶƚĞŝƌŽ'͕EĞƩŽ>͕ůǀĂƌĞǌ͕ZĂĚŝZ͕dƌƵũŝůůŽD͘ϮϬϬϵ͘dŚŝŽůĂŶĚ
ƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚŽǆŝĚĂƚŝŽŶŽĨŚƉ͕ ƚŚĞŽŶĞͲĐǇƐƚĞŝŶĞƉĞƌŽǆŝƌĞĚŽǆŝŶ ĨƌŽŵDǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵƚƵďĞƌĐƵůŽƐŝƐ͗
ŬŝŶĞƟĐƐ͕ĂĐŝĚŝƚǇĐŽŶƐƚĂŶƚƐ͕ĂŶĚĐŽŶĨŽƌŵĂƟŽŶĂůĚǇŶĂŵŝĐƐ͘ŝŽĐŚĞŵŝƐƚƌǇϰϴ͕ϵϰϭϲͲϵϰϮϲ͘
,ƵŐŽD͕sĂŶ>ĂĞƌ<͕ZĞǇĞƐD͕sĞƌƚŽŵŵĞŶ͕DĞƐƐĞŶƐ:͕ZĂĚŝZ͕dƌƵũŝůůŽD͘ϮϬϭϰ͘DǇĐŽƚŚŝŽůͬŵǇĐŽƌĞĚŽǆŝŶ
ϭͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚƌĞĚƵĐƟŽŶŽĨƚŚĞƉĞƌŽǆŝƌĞĚŽǆŝŶŚƉĨƌŽŵDǇĐŽďĂĐƚĞƌŝƵŵƚƵďĞƌĐƵůŽƐŝƐ͘:ŝŽůŚĞŵϮϴϵ͕
ϱϮϮϴͲϱϮϯϵ͘
/ŐůĞƐŝĂƐͲĂĞŶĂ/͕ĂƌƌĂŶĐŽͲDĞĚŝŶĂ^͕^ĞǀŝůůĂ &͕ >ĄǌĂƌŽ:Ͳ:͘ϮϬϭϭ͘dŚĞĚƵĂůͲƚĂƌŐĞƚĞĚƉůĂŶƚƐƵůĮƌĞĚŽǆŝŶ
ƌĞƚƌŽƌĞĚƵĐĞƐƚŚĞƐƵůĮŶŝĐĨŽƌŵŽĨĂƚǇƉŝĐĂůŵŝƚŽĐŚŽŶĚƌŝĂůƉĞƌŽǆŝƌĞĚŽǆŝŶ͘WůĂŶƚWŚǇƐŝŽůϭϱϱ͕ϵϰϰͲϵϱϱ͘
/ƚŽ,͕/ǁĂďƵĐŚŝD͕KŐĂǁĂ<͘ϮϬϬϯ͘dŚĞƐƵŐĂƌͲŵĞƚĂďŽůŝĐĞŶǌǇŵĞƐĂůĚŽůĂƐĞĂŶĚƚƌŝŽƐĞͲƉŚŽƐƉŚĂƚĞŝƐŽŵĞƌĂƐĞ
ĂƌĞƚĂƌŐĞƚƐŽĨŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƟŽŶŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐƚŚĂůŝĂŶĂ͗ĚĞƚĞĐƟŽŶƵƐŝŶŐďŝŽƟŶǇůĂƚĞĚŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞ͘WůĂŶƚĞůů
WŚǇƐŝŽůϰϰ͕ϲϱϱͲϲϲϬ͘
:ƵĂƌĞǌͲŝĂǌ:͕DĐůƵƌĞ͕sĂǌƋƵĞǌͲ^ĂŶƚĂŶĂ^͕'ƵĞǀĂƌĂͲ'ĂƌĐŝĂ͕>ĞŽŶͲDĞũŝĂW͕ DĂƌƋƵĞǌͲ'ƵǌŵĂŶ:͕ƌƵǌͲ
'ĂƌĐŝĂ&͘ ϮϬϬϲ͘ŶŽǀĞůƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶŚŝƐƐĞĐƌĞƚĞĚŝŶEŝĐŽƟĂŶĂĂůĂƚĂĂŶĚƌĞĚƵĐĞƐ^ͲZEĂƐĞŝŶǀŝƚƌŽ͘:ŝŽů
ŚĞŵϮϴϭ͕ϯϰϭϴͲϯϰϮϰ͘
<ƌŝƐŚŶĂŶE͕&Ƶ͕WĂƉƉŝŶ:͕dŽŶŬƐE<͘ϮϬϭϭ͘,Ϯ^Ͳ/ŶĚƵĐĞĚƐƵůĬǇĚƌĂƟŽŶŽĨƚŚĞƉŚŽƐƉŚĂƚĂƐĞWdWϭĂŶĚŝƚƐ
ƌŽůĞŝŶƚŚĞĞŶĚŽƉůĂƐŵŝĐƌĞƟĐƵůƵŵƐƚƌĞƐƐƌĞƐƉŽŶƐĞ͘^Đŝ^ŝŐŶĂůϰ͕ƌĂϴϲ͘
>ĞĞ<͕>ĞĞ :͕<ŝŵ z͕ ĂĞ͕<ĂŶŐ<z͕ zŽŽŶ^͕>ŝŵ͘ϮϬϬϰ͘ĞĨŝŶŝŶŐ ƚŚĞƉůĂŶƚĚŝƐƵůĨŝĚĞƉƌŽƚĞŽŵĞ͘
ůĞĐƚƌŽƉŚŽƌĞƐŝƐϮϱ͕ϱϯϮͲϱϰϭ͘
>ĞĞdz͕ ŚĞŶz:͕>Ƶd͕,ƵĂŶŐ,͕ŚĞŶz:͘ϮϬϭϭ͘^EK^ŝƚĞ͗ĞǆƉůŽŝƟŶŐŵĂǆŝŵĂůĚĞƉĞŶĚĞŶĐĞĚĞĐŽŵƉŽƐŝƟŽŶ
ƚŽŝĚĞŶƟĨǇĐǇƐƚĞŝŶĞ^ͲŶŝƚƌŽƐǇůĂƟŽŶǁŝƚŚƐƵďƐƚƌĂƚĞƐŝƚĞƐƉĞĐŝĮĐŝƚǇ͘W>Ž^KŶĞϲ͕ĞϮϭϴϰϵ͘
>ĞŽŶĂƌĚ^͕ĂƌƌŽůů<^͘ϮϬϭϭ͘ŚĞŵŝĐĂů͚ŽŵŝĐƐ͛ĂƉƉƌŽĂĐŚĞƐĨŽƌƵŶĚĞƌƐƚĂŶĚŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶĐǇƐƚĞŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶŝŶ
ďŝŽůŽŐǇ͘ƵƌƌKƉŝŶŚĞŵŝŽůϭϱ͕ϴϴͲϭϬϮ͘
>ĞŽŶĂƌĚ^͕ZĞĚĚŝĞ<'͕ĂƌƌŽůů<^͘ϮϬϬϵ͘DŝŶŝŶŐƚŚĞdŚŝŽůWƌŽƚĞŽŵĞĨŽƌ^ƵůĨĞŶŝĐĐŝĚDŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐ
ZĞǀĞĂůƐEĞǁdĂƌŐĞƚƐĨŽƌKǆŝĚĂƟŽŶŝŶĞůůƐ͘^ĐŚĞŵŝĐĂůďŝŽůŽŐǇϰ͕ϳϴϯͲϳϵϵ͘
>ŝŶt^͕ƌŵƐƚƌŽŶŐ͕'ĂƵĐŚĞƌ'D͘ϭϵϳϱ͘&ŽƌŵĂƟŽŶĂŶĚƌĞƉĂŝƌŽĨƉĂƉĂŝŶƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚ͘ĂŶ:ŝŽĐŚĞŵ
ϱϯ͕ϮϵϴͲϯϬϳ͘
>ŝŶĚĞƌŵĂǇƌ͕^ĂĂůďĂĐŚ'͕ƵƌŶĞƌ :͘ϮϬϬϱ͘WƌŽƚĞŽŵŝĐ ŝĚĞŶƚŝĨŝĐĂƚŝŽŶŽĨ^ͲŶŝƚƌŽƐǇůĂƚĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐ ŝŶ
ƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ͘WůĂŶƚWŚǇƐŝŽůϭϯϳ͕ϵϮϭͲϵϯϬ͘
>ŝƵW͕ ŚĂŶŐ,͕tĂŶŐ,͕yŝĂz͘ ϮϬϭϰ͘/ĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶŽĨƌĞĚŽǆͲƐĞŶƐŝƟǀĞĐǇƐƚĞŝŶĞƐŝŶƚŚĞƌĂďŝĚŽƉƐŝƐƉƌŽƚĞŽŵĞ
ƵƐŝŶŐKǆŝdZY͕ĂƋƵĂŶƟƚĂƟǀĞƌĞĚŽǆƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐŵĞƚŚŽĚ͘WƌŽƚĞŽŵŝĐƐϭϰ͕ϳϱϬͲϳϲϮ͘
>ŽŽŶƚĞD͕ĂƌƌŽůů<^͘ϮϬϭϮ͘ŚĞŵŽƐĞůĞĐƟǀĞůŝŐĂƟŽŶŽĨƐƵůĮŶŝĐĂĐŝĚƐǁŝƚŚĂƌǇůͲŶŝƚƌŽƐŽĐŽŵƉŽƵŶĚƐ͘
ŶŐĞǁĂŶĚƚĞŚĞŵŝĞ;/ŶƚĞƌŶĂƟŽŶĂůĞĚ͘ŝŶŶŐůŝƐŚͿϱϭ͕ϲϱϬϮͲϲϱϬϱ͘
>ƵŽ͕^ŵŝƚŚ^t͕ŶĚĞƌƐŽŶ͘ϮϬϬϱ͘<ŝŶĞƟĐƐĂŶĚŵĞĐŚĂŶŝƐŵŽĨƚŚĞƌĞĂĐƟŽŶŽĨĐǇƐƚĞŝŶĞĂŶĚŚǇĚƌŽŐĞŶ
ƉĞƌŽǆŝĚĞŝŶĂƋƵĞŽƵƐƐŽůƵƟŽŶ͘:WŚĂƌŵ^Đŝϵϰ͕ϯϬϰͲϯϭϲ͘
DĂƌĐŚĂŶĚ͕>ĞDĂƌĠĐŚĂůW͕ DĞǇĞƌz͕ ĞĐŽƫŐŶŝĞƐW͘ ϮϬϬϲ͘ŽŵƉĂƌĂƟǀĞƉƌŽƚĞŽŵŝĐĂƉƉƌŽĂĐŚĞƐĨŽƌƚŚĞ
ϮϬϳ
E
ŝƐŽůĂƟŽŶŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐŝŶƚĞƌĂĐƟŶŐǁŝƚŚƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶ͘WƌŽƚĞŽŵŝĐƐϲ͕ϲϱϮϴͲϲϱϯϳ͘
DĂƌĐŚĂŶĚ,͕sĂŶĂĐŬĞƌ,͕ŽůůŝŶs͕/ƐƐĂŬŝĚŝƐͲŽƵƌŐƵĞƚ͕DĂƌĞĐŚĂůW>͕ĞĐŽƫŐŶŝĞƐW͘ ϮϬϭϬ͘dŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶ
ƚĂƌŐĞƚƐŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐƌŽŽƚƐ͘WƌŽƚĞŽŵŝĐƐϭϬ͕ϮϰϭϴͲϮϰϮϴ͘
DĂƌŝŶŚŽ,^͕ZĞĂů͕ǇƌŶĞ>͕^ŽĂƌĞƐ,͕ŶƚƵŶĞƐ &͘ ϮϬϭϰ͘,ǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞƐĞŶƐŝŶŐ͕ƐŝŐŶĂůŝŶŐĂŶĚ
ƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĨĂĐƚŽƌƐ͘ZĞĚŽǆŝŽůϮ͕ϱϯϱͲϱϲϮ͘
DĂƌŝŶŽ^D͕'ůĂĚǇƐŚĞǀsE͘ϮϬϭϬ͘ǇƐƚĞŝŶĞĨƵŶĐƚŝŽŶŐŽǀĞƌŶƐ ŝƚƐĐŽŶƐĞƌǀĂƚŝŽŶĂŶĚĚĞŐĞŶĞƌĂƚŝŽŶĂŶĚ
ƌĞƐƚƌŝĐƚƐŝƚƐƵƟůŝǌĂƟŽŶŽŶƉƌŽƚĞŝŶƐƵƌĨĂĐĞƐ͘:DŽůŝŽůϰϬϰ͕ϵϬϮͲϵϭϲ͘
DĞƐƐĞŶƐ:͕ŽůůĞƚ:&͘ ϮϬϭϯ͘dŚŝŽůͲĚŝƐƵůĮĚĞĞǆĐŚĂŶŐĞŝŶƐŝŐŶĂůŝŶŐ͗ĚŝƐƵůĮĚĞďŽŶĚƐĂƐĂƐǁŝƚĐŚ͘ŶƟŽǆŝĚ
ZĞĚŽǆ^ŝŐŶĂůϭϴ͕ϭϱϵϰͲϭϱϵϲ͘
DĞǇĞƌz͕ ĞůŝŶ͕ĞůŽƌŵĞͲ,ŝŶŽƵǆsĞ͕ƌŝĞ͕ZĞŝĐŚŚĞůĚ:ͲW͕ ZŝŽŶĚĞƚ͘ϮϬϭϮ͘dŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶĂŶĚŐůƵƚĂƌĞĚŽǆŝŶ
ƐǇƐƚĞŵƐŝŶƉůĂŶƚƐ͗ŵŽůĞĐƵůĂƌŵĞĐŚĂŶŝƐŵƐ͕ĐƌŽƐƐƚĂůŬƐ͕ĂŶĚĨƵŶĐƟŽŶĂůƐŝŐŶŝĮĐĂŶĐĞ͘ŶƟŽǆŝĚĂŶƚƐͰΘƌĞĚŽǆ
ƐŝŐŶĂůŝŶŐϭϳ͕ϭϭϮϰͲϭϭϲϬ͘
DĞǇĞƌz͕ ƵĐŚĂŶĂŶ͕sŝŐŶŽůƐ&͕ ZĞŝĐŚŚĞůĚ:͘ϮϬϬϵ͘dŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶƐĂŶĚ'ůƵƚĂƌĞĚŽǆŝŶƐ͗hŶŝĨǇŝŶŐůĞŵĞŶƚƐŝŶ
ZĞĚŽǆŝŽůŽŐǇ͘ŶŶƵZĞǀ'ĞŶĞƚ͘
DŝĐŚĞůĞƚ>͕ĂīĂŐŶŝŶŝD͕DĂƌĐŚĂŶĚ͕ŽůůŝŶs͕ĞĐŽƫŐŶŝĞƐW͕ dƐĂŶW͕ >ĂŶĐĞůŝŶ:D͕dƌŽƐƚ W͕ DŝŐŝŶŝĂĐͲ
DĂƐůŽǁD͕EŽĐƚŽƌ'͕>ĞŵĂŝƌĞ^͘ϮϬϬϱ͘'ůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƟŽŶŽĨĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶĨŝƐĂƌĞĚŽǆƐŝŐŶĂůŝŶŐ
ŵĞĐŚĂŶŝƐŵŝŶƉůĂŶƚƐ͘WƌŽĐEĂƚůĐĂĚ^Đŝh^ϭϬϮ͕ϭϲϰϳϴͲϭϲϰϴϯ͘
DŝĐŚĞůĞƚ>͕ĂīĂŐŶŝŶŝD͕sĂŶĂĐŬĞƌ,͕>ĞDĂƌĞĐŚĂůW͕ DĂƌĐŚĂŶĚ͕^ĐŚƌŽĚĂD͕>ĞŵĂŝƌĞ^͕ĞĐŽƫŐŶŝĞƐW͘ 
ϮϬϬϴ͘/ŶǀŝǀŽƚĂƌŐĞƚƐŽĨ^ͲƚŚŝŽůĂƟŽŶŝŶŚůĂŵǇĚŽŵŽŶĂƐƌĞŝŶŚĂƌĚƟŝ͘:ŝŽůŚĞŵϮϴϯ͕ϮϭϱϳϭͲϮϭϱϳϴ͘
DŝůůĞƌ'͕^ƵǌƵŬŝE͕ŝŌĐŝͲzŝůŵĂǌ^͕DŝƩůĞƌZ͘ϮϬϭϬ͘ZĞĂĐƟǀĞŽǆǇŐĞŶƐƉĞĐŝĞƐŚŽŵĞŽƐƚĂƐŝƐĂŶĚƐŝŐŶĂůůŝŶŐ
ĚƵƌŝŶŐĚƌŽƵŐŚƚĂŶĚƐĂůŝŶŝƚǇƐƚƌĞƐƐĞƐ͘WůĂŶƚĞůůŶǀŝƌŽŶϯϯ͕ϰϱϯͲϰϲϳ͘
DŽŶƚƌŝĐŚĂƌĚ&͕ ůŬŚĂůĮŽƵŝ&͕ zĂŶŽ,͕sĞŶƐĞůt,͕,ƵƌŬŵĂŶt:͕ƵĐŚĂŶĂŶ͘ϮϬϬϵ͘dŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶƚĂƌŐĞƚƐŝŶ
ƉůĂŶƚƐ͗ƚŚĞĮƌƐƚϯϬǇĞĂƌƐ͘:WƌŽƚĞŽŵŝĐƐϳϮ͕ϰϱϮͲϰϳϰ͘
DƵƚŚƵƌĂŵĂůŝŶŐĂŵD͕DĂƚƌŽƐ͕^ĐŚĞŝďĞZ͕DŽĐŬ,W͕ ŝĞƚǌ<:͘ϮϬϭϯ͘dŚĞŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞͲƐĞŶƐŝƟǀĞ
ƉƌŽƚĞŽŵĞŽĨƚŚĞĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚŝŶǀŝƚƌŽĂŶĚŝŶǀŝǀŽ͘&ƌŽŶƚWůĂŶƚ^Đŝϰ͕ϱϰ͘
EĞůƐŽŶ:t͕ƌĞŝŐŚƚŽŶd͘ϭϵϵϰ͘ZĞĂĐƟǀŝƚǇĂŶĚŝŽŶŝǌĂƟŽŶŽĨƚŚĞĂĐƟǀĞƐŝƚĞĐǇƐƚĞŝŶĞƌĞƐŝĚƵĞƐŽĨƐď͕Ă
ƉƌŽƚĞŝŶƌĞƋƵŝƌĞĚĨŽƌĚŝƐƵůĮĚĞďŽŶĚĨŽƌŵĂƟŽŶŝŶǀŝǀŽ͘ŝŽĐŚĞŵŝƐƚƌǇϯϯ͕ϱϵϳϰͲϱϵϴϯ͘
EŝƚƵƌĞ^<͕sĞůƵ^͕ĂŝůĞǇE/͕^ƌŝǀĞŶƵŐŽƉĂů<^͘ϮϬϬϱ͘^ͲƚŚŝŽůĂƟŽŶŵŝŵŝĐƌǇ͗ƋƵĂŶƟƚĂƟǀĞĂŶĚŬŝŶĞƟĐĂŶĂůǇƐŝƐ
ŽĨƌĞĚŽǆƐƚĂƚƵƐŽĨƉƌŽƚĞŝŶĐǇƐƚĞŝŶĞƐďǇŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞͲĂĸŶŝƚǇĐŚƌŽŵĂƚŽŐƌĂƉŚǇ͘ƌĐŚŝŽĐŚĞŵŝŽƉŚǇƐϰϰϰ͕
ϭϳϰͲϭϴϰ͘
EŽƌĚƐƚƌĂŶĚ<͕^ůƵŶĚ &͕ ,ŽůŵŐƌĞŶ͕KƚƚŝŶŐ'͕ĞƌŶĚƚ<͘ϭϵϵϵ͘EDZƐƚƌƵĐƚƵƌĞŽĨƐĐŚĞƌŝĐŚŝĂĐŽůŝ
ŐůƵƚĂƌĞĚŽǆŝŶϯͲŐůƵƚĂƚŚŝŽŶĞŵŝǆĞĚĚŝƐƵůĮĚĞĐŽŵƉůĞǆ͗ŝŵƉůŝĐĂƟŽŶƐĨŽƌƚŚĞĞŶǌǇŵĂƟĐŵĞĐŚĂŶŝƐŵ͘:DŽůŝŽů
Ϯϴϲ͕ϱϰϭͲϱϱϮ͘
KŐĞƌ͕DĂƌŝŶŽ͕'ƵŝŐŽŶŝƐ:D͕WĂƵůǇE͕WƵƉƉŽ͘ϮϬϭϮ͘^ƵůĨĞŶǇůĂƚĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐŝŶƚŚĞDĞĚŝĐĂŐŽƚƌƵŶĐĂƚƵůĂͲ
^ŝŶŽƌŚŝǌŽďŝƵŵŵĞůŝůŽƟƐǇŵďŝŽƐŝƐ͘:WƌŽƚĞŽŵŝĐƐϳϱ͕ϰϭϬϮͲϰϭϭϯ͘
WĂƌŬĞƌ :͕ŚƵE͕ŚƵD͕ŚĞŶ^͘ϮϬϭϮ͘WƌŽĨŝůŝŶŐ ƚŚŝŽů ƌĞĚŽǆƉƌŽƚĞŽŵĞƵƐŝŶŐ ŝƐŽƚŽƉĞƚĂŐŐŝŶŐŵĂƐƐ
ϮϬϴ
ŚĂƉƚĞƌϵ
ƐƉĞĐƚƌŽŵĞƚƌǇ͘:sŝƐǆƉ͘
WĂƵůƐĞŶ͕ĂƌƌŽůů<^͘ϮϬϬϵ͘ŚĞŵŝĐĂůĚŝƐƐĞĐƟŽŶŽĨĂŶĞƐƐĞŶƟĂůƌĞĚŽǆƐǁŝƚĐŚ ŝŶǇĞĂƐƚ͘ŚĞŵŝƐƚƌǇΘ
ďŝŽůŽŐǇϭϲ͕ϮϭϳͲϮϮϱ͘
WĂƵůƐĞŶ͕ĂƌƌŽůů<^͘ϮϬϭϯ͘ǇƐƚĞŝŶĞͲŵĞĚŝĂƚĞĚƌĞĚŽǆƐŝŐŶĂůŝŶŐ͗ĐŚĞŵŝƐƚƌǇ͕ďŝŽůŽŐǇ͕ĂŶĚƚŽŽůƐ ĨŽƌ
ĚŝƐĐŽǀĞƌǇ͘ŚĞŵZĞǀϭϭϯ͕ϰϲϯϯͲϰϲϳϵ͘
WĂƵůƐĞŶ͕dƌƵŽŶŐd,͕'ĂƌĐŝĂ&:͕,ŽŵĂŶŶ͕'ƵƉƚĂs͕>ĞŽŶĂƌĚ^͕ĂƌƌŽůů<^͘ϮϬϭϮ͘WĞƌŽǆŝĚĞͲĚĞƉĞŶĚĞŶƚ
ƐƵůĨĞŶǇůĂƟŽŶŽĨƚŚĞ'&ZĐĂƚĂůǇƟĐƐŝƚĞĞŶŚĂŶĐĞƐŬŝŶĂƐĞĂĐƟǀŝƚǇ͘EĂƚŚĞŵŝŽůϴ͕ϱϳͲϲϰ͘
WŽŽůĞ>͕<ĂƌƉůƵƐW͕ůĂŝďŽƌŶĞ͘ϮϬϬϰ͘WƌŽƚĞŝŶƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚƐŝŶƌĞĚŽǆƐŝŐŶĂůŝŶŐ͘ŶŶƵZĞǀWŚĂƌŵĂĐŽů
dŽǆŝĐŽůϰϰ͕ϯϮϱͲϯϰϳ͘
WŽŽůĞ>͕<ůŽŵƐŝƌŝ͕<ŶĂŐŐƐ^͕&ƵƌĚƵŝD͕EĞůƐŽŶ<:͕dŚŽŵĂƐD:͕&ĞƚƌŽǁ:^͕ĂŶŝĞů>t͕<ŝŶŐ^͘ϮϬϬϳ͘
&ůƵŽƌĞƐĐĞŶƚĂŶĚĂĸŶŝƚǇͲďĂƐĞĚƚŽŽůƐƚŽĚĞƚĞĐƚĐǇƐƚĞŝŶĞƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚĨŽƌŵĂƟŽŶŝŶƉƌŽƚĞŝŶƐ͘ŝŽĐŽŶũƵŐ
ŚĞŵϭϴ͕ϮϬϬϰͲϮϬϭϳ͘
WŽŽůĞ>͕EĞůƐŽŶ<:͘ϮϬϬϴ͘ŝƐĐŽǀĞƌŝŶŐŵĞĐŚĂŶŝƐŵƐŽĨƐŝŐŶĂůŝŶŐͲŵĞĚŝĂƚĞĚĐǇƐƚĞŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ͘ƵƌƌKƉŝŶ
ŚĞŵŝŽůϭϮ͕ϭϴͲϮϰ͘
WŽŽůĞ>͕ĞŶŐ͕<ŶĂŐŐƐ^͕zĂŬƵďƵD͕<ŝŶŐ^͘ϮϬϬϱ͘^ǇŶƚŚĞƐŝƐŽĨĐŚĞŵŝĐĂůƉƌŽďĞƐƚŽŵĂƉƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚ
ŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐŽŶƉƌŽƚĞŝŶƐ͘ŝŽĐŽŶũƵŐŚĞŵϭϲ͕ϭϲϮϰͲϭϲϮϴ͘
WŽŽůĞd,͕ZĞŝƐǌ:Ă͕ŚĂŽt͕WŽŽůĞ>͕&ƵƌĚƵŝD͕<ŝŶŐ^͘ϮϬϭϰ͘^ƚƌĂŝŶĞĚĐǇĐůŽĂůŬǇŶĞƐĂƐŶĞǁƉƌŽƚĞŝŶ
ƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚƚƌĂƉƐ͘:ŵŚĞŵ^ŽĐϭϯϲ͕ϲϭϲϳͲϲϭϳϬ͘
WƵǇĂƵďĞƌƚ:͕&ĂƌĞƐ͕ZĞǌĞE͕WĞůƟĞƌ:͕ĂƵĚŽƵŝŶ͘ϮϬϭϰ͘/ĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶŽĨĞŶĚŽŐĞŶŽƵƐůǇ^ͲŶŝƚƌŽƐǇůĂƚĞĚ
ƉƌŽƚĞŝŶƐŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐƉůĂŶƚůĞƚƐ͗ĞīĞĐƚŽĨĐŽůĚƐƚƌĞƐƐŽŶĐǇƐƚĞŝŶĞŶŝƚƌŽƐǇůĂƟŽŶůĞǀĞů͘WůĂŶƚ^ĐŝϮϭϱͲϮϭϲ͕
ϭϱϬͲϭϱϲ͘
YŝĂŶ:͕<ůŽŵƐŝƌŝ͕tƌŝŐŚƚDt͕<ŝŶŐ^͕dƐĂŶŐt͕WŽŽůĞ>͕&ƵƌĚƵŝD͘ϮϬϭϭ͘^ŝŵƉůĞƐǇŶƚŚĞƐŝƐŽĨ
ϭ͕ϯͲĐǇĐůŽƉĞŶƚĂŶĞĚŝŽŶĞĚĞƌŝǀĞĚƉƌŽďĞƐĨŽƌ ůĂďĞůŝŶŐƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚƉƌŽƚĞŝŶƐ͘ŚĞŵŝĐĂůĐŽŵŵƵŶŝĐĂƟŽŶƐ
;ĂŵďƌŝĚŐĞ͕ŶŐůĂŶĚͿϰϳ͕ϵϮϬϯͲϵϮϬϱ͘
YŝĂŶ:͕tĂŶŝZ͕<ůŽŵƐŝƌŝ͕WŽŽůĞ>͕dƐĂŶŐt͕&ƵƌĚƵŝD͘ϮϬϭϮ͘ƐŝŵƉůĞĂŶĚĞīĞĐƟǀĞƐƚƌĂƚĞŐǇĨŽƌ
ůĂďĞůŝŶŐĐǇƐƚĞŝŶĞƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚ ŝŶƉƌŽƚĞŝŶƐďǇƵƟůŝǌĂƟŽŶŽĨɴͲŬĞƚŽĞƐƚĞƌƐĂƐĐůĞĂǀĂďůĞƉƌŽďĞƐ͘ŚĞŵŝĐĂů
ĐŽŵŵƵŶŝĐĂƟŽŶƐ;ĂŵďƌŝĚŐĞ͕ŶŐůĂŶĚͿϰϴ͕ϰϬϵϭͲϰϬϵϯ͘
ZĞĚĚŝĞ<'͕ĂƌƌŽůů<^͘ϮϬϬϴ͘ǆƉĂŶĚŝŶŐƚŚĞĨƵŶĐƟŽŶĂůĚŝǀĞƌƐŝƚǇŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐƚŚƌŽƵŐŚĐǇƐƚĞŝŶĞŽǆŝĚĂƟŽŶ͘
ƵƌƌKƉŝŶŚĞŵŝŽůϭϮ͕ϳϰϲͲϳϱϰ͘
ZĞĚĚŝĞ<'͕^ĞŽz,͕DƵƐĞ/ŝŝt͕>ĞŽŶĂƌĚ^͕ĂƌƌŽůů<^͘ϮϬϬϴ͘ĐŚĞŵŝĐĂůĂƉƉƌŽĂĐŚĨŽƌĚĞƚĞĐƟŶŐƐƵůĨĞŶŝĐ
ĂĐŝĚͲŵŽĚŝĮĞĚƉƌŽƚĞŝŶƐŝŶůŝǀŝŶŐĐĞůůƐ͘DŽůŝŽƐǇƐƚϰ͕ϱϮϭͲϱϯϭ͘
ZĞǇW͕ ĠĐƵǁĞE͕ĂƌƌĂƵůƚDͲ͕ZƵŵĞĂƵ͕,ĂǀĂƵǆD͕ŝƚĞĂƵ͕dŽůĞĚĂŶŽD͘ϮϬϬϳ͘dŚĞƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ
ƚŚĂůŝĂŶĂƐƵůĮƌĞĚŽǆŝŶŝƐĂƉůĂƐƟĚŝĐĐǇƐƚĞŝŶĞͲƐƵůĮŶŝĐĂĐŝĚƌĞĚƵĐƚĂƐĞŝŶǀŽůǀĞĚŝŶƚŚĞƉŚŽƚŽŽǆŝĚĂƟǀĞƐƚƌĞƐƐ
ƌĞƐƉŽŶƐĞ͘dŚĞWůĂŶƚũŽƵƌŶĂů͗ĨŽƌĐĞůůĂŶĚŵŽůĞĐƵůĂƌďŝŽůŽŐǇϰϵ͕ϱϬϱͲϱϭϰ͘
ZŽŵĞƌŽͲWƵĞƌƚĂƐD͕>ĂǆĂD͕DĂƩĞ͕ĂŶŝŶŽƩŽ&͕ &ŝŶŬĞŵĞŝĞƌ/͕:ŽŶĞƐD͕WĞƌĂǌǌŽůůŝD͕sĂŶĚĞůůĞ͕ŝĞƚǌ
<:͕ĞůůĞĚŽŶŶĞD͘ϮϬϬϳ͘^ͲŶŝƚƌŽƐǇůĂƟŽŶŽĨƉĞƌŽǆŝƌĞĚŽǆŝŶ//ƉƌŽŵŽƚĞƐƉĞƌŽǆǇŶŝƚƌŝƚĞͲŵĞĚŝĂƚĞĚƚǇƌŽƐŝŶĞ
ϮϬϵ
E
ŶŝƚƌĂƟŽŶ͘WůĂŶƚĞůůϭϵ͕ϰϭϮϬͲϰϭϯϬ͘
ZŽŵĞƌŽͲWƵĞƌƚĂƐ͕D͘͕͘ZŽĚƌŝŐƵĞǌͲ^ĞƌƌĂŶŽ͕D͕͘^ĂŶĚĂůŝŽ͕>͘D͘ϮϬϭϯ͘WƌŽƚĞŝŶ^ͲŶŝƚƌŽƐǇůĂƟŽŶŝŶƉůĂŶƚƐ
ƵŶĚĞƌĂďŝŽƟĐƐƚƌĞƐƐ͗ĂŶŽǀĞƌǀŝĞǁ͘&ƌŽŶƚWůĂŶƚ^ĐŝϮϬϭϯ͕ϰ͕ϯϳϯ͘
ZŽŽƐ'͕&ŽůŽƉƉĞE͕DĞƐƐĞŶƐ:͘ϮϬϭϯ͘hŶĚĞƌƐƚĂŶĚŝŶŐƚŚĞƉ<;ĂͿŽĨƌĞĚŽǆĐǇƐƚĞŝŶĞƐ͗ƚŚĞŬĞǇƌŽůĞŽĨŚǇĚƌŽŐĞŶ
ďŽŶĚŝŶŐ͘ŶƟŽǆŝĚZĞĚŽǆ^ŝŐŶĂůϭϴ͕ϵϰͲϭϮϳ͘
ZŽŽƐ'͕DĞƐƐĞŶƐ:͘ϮϬϭϭ͘WƌŽƚĞŝŶƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚĨŽƌŵĂƟŽŶ͗ĨƌŽŵĐĞůůƵůĂƌĚĂŵĂŐĞƚŽƌĞĚŽǆƌĞŐƵůĂƟŽŶ͘&ƌĞĞ
ZĂĚŝĐŝŽůDĞĚϱϭ͕ϯϭϰͲϯϮϲ͘
ZŽƵŚŝĞƌE͕sŝůůĂƌĞũŽ͕^ƌŝǀĂƐƚĂǀĂD͕'ĞůŚĂǇĞ͕<ĞĞĐŚK͕ƌŽƵǆD͕&ŝŶŬĞŵĞŝĞƌ/͕^ĂŵƵĞůƐƐŽŶ'͕ŝĞƚǌ<:͕
:ĂĐƋƵŽƚ:W͕ tŝŶŐƐůĞ'͘ϮϬϬϱ͘/ĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶŽĨƉůĂŶƚŐůƵƚĂƌĞĚŽǆŝŶƚĂƌŐĞƚƐ͘ŶƟŽǆŝĚZĞĚŽǆ^ŝŐŶĂůϳ͕ϵϭϵͲϵϮϵ͘
^ĂůŵĞĞŶ͕ŶĚĞƌƐĞŶ:E͕DǇĞƌƐDW͕ DĞŶŐd͕,ŝŶŬƐ:͕dŽŶŬƐE<͕ĂƌĨŽƌĚ͘ϮϬϬϯ͘ZĞĚŽǆƌĞŐƵůĂƟŽŶŽĨ
ƉƌŽƚĞŝŶƚǇƌŽƐŝŶĞƉŚŽƐƉŚĂƚĂƐĞϭŝŶǀŽůǀĞƐĂƐƵůƉŚĞŶǇůͲĂŵŝĚĞŝŶƚĞƌŵĞĚŝĂƚĞ͘EĂƚƵƌĞϰϮϯ͕ϳϲϵͲϳϳϯ͘
^ĂƵƌŝŶd͕ EĞƵďĞƌƚ,͕ƌĞŶŶĂŶ:W͕ ĂƚŽŶW͘ ϮϬϬϰ͘tŝĚĞƐƉƌĞĂĚƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚĨŽƌŵĂƟŽŶŝŶƟƐƐƵĞƐŝŶƌĞƐƉŽŶƐĞ
ƚŽŚǇĚƌŽŐĞŶƉĞƌŽǆŝĚĞ͘WƌŽĐEĂƚůĐĂĚ^Đŝh^ϭϬϭ͕ϭϳϵϴϮͲϭϳϵϴϳ͘
^ĞŽz,͕ĂƌƌŽůů<^͘ϮϬϬϵ͘WƌŽĨŝůŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶƚŚŝŽůŽǆŝĚĂƚŝŽŶ ŝŶƚƵŵŽƌĐĞůůƐƵƐŝŶŐƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚͲƐƉĞĐŝĨŝĐ
ĂŶƟďŽĚŝĞƐ͘WƌŽĐEĂƚůĐĂĚ^Đŝh^ϭϬϲ͕ϭϲϭϲϯͲϭϲϭϲϴ͘
dĂĚĂz͕ ^ƉŽĞů^,͕WĂũĞƌŽǁƐŬĂͲDƵŬŚƚĂƌ<͕DŽƵ͕^ŽŶŐ:͕tĂŶŐ͕ƵŽ:͕ŽŶŐy͘ϮϬϬϴ͘WůĂŶƚŝŵŵƵŶŝƚǇ
ƌĞƋƵŝƌĞƐĐŽŶĨŽƌŵĂƟŽŶĂůĐŚĂŶŐĞƐ΀ĐŽƌƌĞĐƚĞĚ΁ŽĨEWZϭǀŝĂ^ͲŶŝƚƌŽƐǇůĂƟŽŶĂŶĚƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶƐ͘^ĐŝĞŶĐĞϯϮϭ͕
ϵϱϮͲϵϱϲ͘
dĂũĐ^'͕dŽůďĞƌƚ^͕ĂƐĂǀĂƉƉĂZ͕DŝůůĞƌ>͘ϮϬϬϰ͘ŝƌĞĐƚĚĞƚĞƌŵŝŶĂƟŽŶŽĨƚŚŝŽůƉ<ĂďǇŝƐŽƚŚĞƌŵĂůƟƚƌĂƟŽŶ
ŵŝĐƌŽĐĂůŽƌŝŵĞƚƌǇ͘:ŵŚĞŵ^ŽĐϭϮϲ͕ϭϬϱϬϴͲϭϬϱϬϵ͘
dĂŬĂŶŝƐŚŝ>͕DĂ>Ͳ,͕tŽŽĚD:͘ϮϬϬϳĂ͘ŐĞŶĞƟĐĂůůǇĞŶĐŽĚĞĚƉƌŽďĞĨŽƌĐǇƐƚĞŝŶĞƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚƉƌŽƚĞŝŶ
ŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶŝŶǀŝǀŽ͘ŝŽĐŚĞŵŝƐƚƌǇϰϲ͕ϭϰϳϮϱͲϭϰϳϯϮ͘
dĂŬĂŶŝƐŚŝ>͕DĂ>Ͳ,͕tŽŽĚD:͘ϮϬϬϳď͘ŐĞŶĞƟĐĂůůǇĞŶĐŽĚĞĚƉƌŽďĞĨŽƌĐǇƐƚĞŝŶĞƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚƉƌŽƚĞŝŶ
ŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶŝŶǀŝǀŽ͘ŝŽĐŚĞŵŝƐƚƌǇϰϲ͕ϭϰϳϮϱͲϭϰϳϯϮ͘
dĂŬĂŶŝƐŚŝ>͕tŽŽĚD:͘ϮϬϭϭ͘ŐĞŶĞƟĐĂůůǇĞŶĐŽĚĞĚƉƌŽďĞĨŽƌƚŚĞŝĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶŽĨƉƌŽƚĞŝŶƐƚŚĂƚĨŽƌŵ
ƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚŝŶƌĞƐƉŽŶƐĞƚŽ,ϮKϮŝŶ^ĂĐĐŚĂƌŽŵǇĐĞƐĐĞƌĞǀŝƐŝĂĞ͘:WƌŽƚĞŽŵĞZĞƐϭϬ͕ϮϳϭϱͲϮϳϮϰ͘
dĂǀĂƌĞƐW͕ sĞƌŶĂů:͕ĞůĞŶĂZ͕>ĂŵĂƫŶĂ>͕ĂƐƐŝĂZ͕dĞƌĞŶǌŝ,͘ϮϬϭϰ͘^ͲŶŝƚƌŽƐǇůĂƟŽŶŝŶŇƵĞŶĐĞƐƚŚĞ
ƐƚƌƵĐƚƵƌĞĂŶĚEďŝŶĚŝŶŐĂĐƟǀŝƚǇŽĨƚDzϯϬƚƌĂŶƐĐƌŝƉƟŽŶĨĂĐƚŽƌĨƌŽŵƌĂďŝĚŽƉƐŝƐƚŚĂůŝĂŶĂ͘ŝŽĐŚŝŵ
ŝŽƉŚǇƐĐƚĂϭϴϰϰ͕ϴϭϬͲϴϭϳ͘
dǇƚŚĞƌZ͕ŚŵĞĚĂ͕:ŽŚŶƐ͕DĐŽŶĂŐŚ͕^ŚĞĞŚĂŶ͘ϮϬϭϬ͘WƌŽƚĞŽŵŝĐƉƌŽĮůŝŶŐŽĨƉĞƌƚƵƌďĞĚƉƌŽƚĞŝŶ
ƐƵůĨĞŶĂƟŽŶŝŶƌĞŶĂůŵĞĚƵůůĂŽĨƚŚĞƐƉŽŶƚĂŶĞŽƵƐůǇŚǇƉĞƌƚĞŶƐŝǀĞƌĂƚ͘:WƌŽƚĞŽŵĞZĞƐϵ͕ϮϲϳϴͲϮϲϴϳ͘
tĂŶŐ,͕tĂŶŐ^͕>Ƶz͕ ůǀĂƌĞǌ^͕,ŝĐŬƐ>D͕'Ğy͕yŝĂz͘ ϮϬϭϮ͘WƌŽƚĞŽŵŝĐĂŶĂůǇƐŝƐŽĨĞĂƌůǇͲƌĞƐƉŽŶƐŝǀĞƌĞĚŽǆͲ
ƐĞŶƐŝƟǀĞƉƌŽƚĞŝŶƐŝŶƌĂďŝĚŽƉƐŝƐ͘:WƌŽƚĞŽŵĞZĞƐϭϭ͕ϰϭϮͲϰϮϰ͘
tĂŶŐzY͕&ĞĞĐŚĂŶ͕zƵŶt͕^ŚĂĮĞŝZ͕,ŽĨŵĂŶŶ͕dĂǇůŽƌW͕ yƵĞW͕ zĂŶŐ&Y͕yŝĞ^͕WĂůůĂƐ:͕ŚƵ͕
>ŽĂŬĞ':͘ϮϬϬϵ͘^ͲŶŝƚƌŽƐǇůĂƟŽŶŽĨƚ^WϯĂŶƚĂŐŽŶŝǌĞƐƚŚĞĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶŽĨƉůĂŶƚŝŵŵƵŶŝƚǇ͘:ŝŽůŚĞŵϮϴϰ͕
ϮϭϯϭͲϮϭϯϳ͘
ϮϭϬ
ŚĂƉƚĞƌϵ
tĂƐǌĐǌĂŬ͕ŬƚĞƌ^͕ĞĐŬŚŽƵƚ͕WĞƌƐŝĂƵ'͕tĂŚŶŝ<͕ŽĚƌĂE͕sĂŶDŽůůĞ /͕Ğ^ŵĞƚ͕sĞƌƚŽŵŵĞŶ
͕'ĞǀĂĞƌƚ<͕Ğ:ĂĞŐĞƌ'͕sĂŶDŽŶƚĂŐƵD͕DĞƐƐĞŶƐ:͕sĂŶƌĞƵƐĞŐĞŵ&͘ ϮϬϭϰ͘^ƵůĨĞŶŽŵĞŵŝŶŝŶŐŝŶ
ƌĂďŝĚŽƉƐŝƐƚŚĂůŝĂŶĂ͘WƌŽĐEĂƚůĐĂĚ^Đŝh^ϭϭϭ͕ϭϭϱϰϱͲϭϭϱϱϬ͘
tŝŶŐĞƌD͕dĂǇůŽƌE>͕,ĞĂǌůĞǁŽŽĚ:>͕ĂǇ͕DŝůůĂƌ,͘ϮϬϬϳ͘/ĚĞŶƟĮĐĂƟŽŶŽĨŝŶƚƌĂͲĂŶĚŝŶƚĞƌŵŽůĞĐƵůĂƌ
ĚŝƐƵůƉŚŝĚĞďŽŶĚŝŶŐŝŶƚŚĞƉůĂŶƚŵŝƚŽĐŚŽŶĚƌŝĂůƉƌŽƚĞŽŵĞďǇĚŝĂŐŽŶĂůŐĞůĞůĞĐƚƌŽƉŚŽƌĞƐŝƐ͘WƌŽƚĞŽŵŝĐƐϳ͕
ϰϭϱϴͲϰϭϳϬ͘
tŝƚǌĞ^͕KůĚtD͕ZĞƐŝŶŐ<͕ŚŶE'͘ϮϬϬϳ͘DĂƉƉŝŶŐƉƌŽƚĞŝŶƉŽƐƚͲƚƌĂŶƐůĂƟŽŶĂůŵŽĚŝĮĐĂƟŽŶƐǁŝƚŚŵĂƐƐ
ƐƉĞĐƚƌŽŵĞƚƌǇ͘EĂƚƵƌĞŵĞƚŚŽĚƐϰ͕ϳϵϴͲϴϬϲ͘
tŽŶŐ:,͕ĂůŵĞƌz͕ ĂŝE͕dĂŶĂŬĂ<͕sĞŶƐĞůt,͕,ƵƌŬŵĂŶt:͕ƵĐŚĂŶĂŶ͘ϮϬϬϯ͘hŶƌĂǀĞůŝŶŐƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶͲ
ůŝŶŬĞĚŵĞƚĂďŽůŝĐƉƌŽĐĞƐƐĞƐŽĨĐĞƌĞĂůƐƚĂƌĐŚǇĞŶĚŽƐƉĞƌŵƵƐŝŶŐƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐ͘&^>ĞƩϱϰϳ͕ϭϱϭͲϭϱϲ͘
tŽŶŐ:,͕ĂŝE͕ĂůŵĞƌz͕ dĂŶĂŬĂ<͕sĞŶƐĞůt,͕,ƵƌŬŵĂŶt:͕ƵĐŚĂŶĂŶ͘ϮϬϬϰ͘dŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶƚĂƌŐĞƚƐ
ŽĨĚĞǀĞůŽƉŝŶŐǁŚĞĂƚƐĞĞĚƐ ŝĚĞŶƟĮĞĚďǇĐŽŵƉůĞŵĞŶƚĂƌǇƉƌŽƚĞŽŵŝĐĂƉƉƌŽĂĐŚĞƐ͘WŚǇƚŽĐŚĞŵŝƐƚƌǇϲϱ͕
ϭϲϮϵͲϭϲϰϬ͘
tŽŽ,͕<ĂŶŐ^t͕<ŝŵ,<͕zĂŶŐ<^͕ŚĂĞ,͕ZŚĞĞ^'͘ϮϬϬϯ͘ZĞǀĞƌƐŝďůĞŽǆŝĚĂƟŽŶŽĨƚŚĞĂĐƟǀĞƐŝƚĞ
ĐǇƐƚĞŝŶĞŽĨƉĞƌŽǆŝƌĞĚŽǆŝŶƐƚŽĐǇƐƚĞŝŶĞƐƵůĮŶŝĐĂĐŝĚ͘/ŵŵƵŶŽďůŽƚĚĞƚĞĐƟŽŶǁŝƚŚĂŶƟďŽĚŝĞƐƐƉĞĐŝĮĐĨŽƌƚŚĞ
ŚǇƉĞƌŽǆŝĚŝǌĞĚĐǇƐƚĞŝŶĞͲĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐƐĞƋƵĞŶĐĞ͘:ŝŽůŚĞŵϮϳϴ͕ϰϳϯϲϭͲϰϳϯϲϰ͘
zĂŶŐ :͕'ƵƉƚĂs͕ĂƌƌŽůů<^͕>ŝĞďůĞƌ͘ϮϬϭϰ͘^ŝƚĞͲƐƉĞĐŝĨŝĐŵĂƉƉŝŶŐĂŶĚƋƵĂŶƚŝĨŝĐĂƚŝŽŶŽĨƉƌŽƚĞŝŶ
^ͲƐƵůƉŚĞŶǇůĂƟŽŶŝŶĐĞůůƐ͘EĂƚŽŵŵƵŶϱ͕ϰϳϳϲ͘
zŽƐŚŝĚĂ<͕EŽŐƵĐŚŝ<͕DŽƚŽŚĂƐŚŝ<͕,ŝƐĂďŽƌŝd͘ ϮϬϭϯ͘^ǇƐƚĞŵĂƟĐĞǆƉůŽƌĂƟŽŶŽĨƚŚŝŽƌĞĚŽǆŝŶƚĂƌŐĞƚƉƌŽƚĞŝŶƐ
ŝŶƉůĂŶƚŵŝƚŽĐŚŽŶĚƌŝĂ͘WůĂŶƚĞůůWŚǇƐŝŽůϱϰ͕ϴϳϱͲϴϵϮ͘
zƵD͕>ĂŵĂƚƚŝŶĂ>͕^ƉŽĞů^,͕>ŽĂŬĞ':͘ϮϬϭϰ͘EŝƚƌŝĐŽǆŝĚĞĨƵŶĐƚŝŽŶ ŝŶƉůĂŶƚďŝŽůŽŐǇ͗ĂƌĞĚŽǆĐƵĞ ŝŶ
ĚĞĐŽŶǀŽůƵƟŽŶ͘EĞǁWŚǇƚŽůϮϬϮ͕ϭϭϰϮͲϭϭϱϲ͘
zƵŶt͕&ĞĞĐŚĂŶ͕zŝŶD͕^ĂŝĚŝE͕>ĞŝŚĂŶd͕ zƵD͕DŽŽƌĞ:t͕<ĂŶŐ:'͕<ǁŽŶ͕^ƉŽĞů^,͕WĂůůĂƐ:͕
>ŽĂŬĞ':͘ϮϬϭϭ͘^ͲŶŝƚƌŽƐǇůĂƟŽŶŽĨEW,ŽǆŝĚĂƐĞƌĞŐƵůĂƚĞƐĐĞůůĚĞĂƚŚŝŶƉůĂŶƚ ŝŵŵƵŶŝƚǇ͘EĂƚƵƌĞϰϳϴ͕
ϮϲϰͲϮϲϴ͘
ĂīĂŐŶŝŶŝD͕ĞĚŚŽŵŵĞD͕'ƌŽŶŝ,͕DĂƌĐŚĂŶĚ,͕WƵƉƉŽ͕'ŽŶƚĞƌŽ͕ĂƐƐŝĞƌͲŚĂƵǀĂƚ͕ĞĐŽƫŐŶŝĞƐW͕ 
>ĞŵĂŝƌĞ^͘ϮϬϭϮĂ͘'ůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƟŽŶŝŶƚŚĞƉŚŽƚŽƐǇŶƚŚĞƟĐŵŽĚĞůŽƌŐĂŶŝƐŵŚůĂŵǇĚŽŵŽŶĂƐƌĞŝŶŚĂƌĚƟŝ͗
ĂƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐƵƌǀĞǇ͘DŽůĞůůWƌŽƚĞŽŵŝĐƐϭϭ͕DϭϭϭϬϭϰϭϰϮ͘
ĂīĂŐŶŝŶŝD͕ĞĚŚŽŵŵĞD͕>ĞŵĂŝƌĞ^͕dƌŽƐƚW͘ ϮϬϭϮď͘dŚĞĞŵĞƌŐŝŶŐƌŽůĞƐŽĨƉƌŽƚĞŝŶŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƟŽŶ
ŝŶĐŚůŽƌŽƉůĂƐƚƐ͘WůĂŶƚ^ĐŝϭϴϱͲϭϴϲ͕ϴϲͲϵϲ͘
ĂīĂŐŶŝŶŝD͕ĞĚŚŽŵŵĞD͕DĂƌĐŚĂŶĚ,͕DŽƌŝƐƐĞ^͕dƌŽƐƚW͕ >ĞŵĂŝƌĞ^͘ϮϬϭϮĐ͘ZĞĚŽǆƌĞŐƵůĂƟŽŶŝŶ
ƉŚŽƚŽƐǇŶƚŚĞƟĐŽƌŐĂŶŝƐŵƐ͗ĨŽĐƵƐŽŶŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƟŽŶ͘ŶƟŽǆŝĚZĞĚŽǆ^ŝŐŶĂůϭϲ͕ϱϲϳͲϱϴϲ͘
 
Ϯϭϭ
E
d>ϭ͘/&&ZEd/>><z>d/KEͳ^/E/ZdWZKdKD/^Wͳ
W>//EW>Ed^&KZZsZ^/>z^KyͳWdD^
ϮϭϮ
ŚĂƉƚĞƌϵ
 
 
Ϯϭϯ
E
&ŝŐ͘ϭ͘WůĂŶƚƐƵŶĚĞƌZK^ĂƩĂĐŬ͘ǆƉŽƐƵƌĞŽĨƌĞĚŽǆͲƐĞŶƐŝƟǀĞĐǇƐƚĞŝŶĞƚŚŝŽůĂƚĞƐƚŽ,2O2ůĞĂĚƐƚŽƚŚĞƌĞǀĞƌƐŝďůĞƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚĨŽƌŵĂƟŽŶ͘
dŚĞŚŝŐŚůǇƌĞĂĐƟǀĞƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚƐĂƌĞƉƌŽƚĞĐƚĞĚ;ŐƌĞĞŶĂƌƌŽǁͿďǇĨŽƌŵŝŶŐĚŝƐƵůĮĚĞďŽŶĚƐǁŝƚŚŶĞĂƌďǇƚŚŝŽůƐŽƌďǇĨŽƌŵŝŶŐŵŝǆĞĚ
ĚŝƐƵůĮĚĞďŽŶĚƐďǇ^ ͲŐůƵƚĂƚŚŝŽŶǇůĂƟŽŶŽƌďǇĨŽƌŵŝŶŐƐƵůĨĞŶǇůĂŵŝĚĞǁŝƚŚƚŚĞďĂĐŬďŽŶĞŶŝƚƌŽŐĞŶŽĨƚŚĞĂĚũĂĐĞŶƚƌĞƐŝĚƵĞ͘/ŶƚŚĞƉƌĞƐĞŶĐĞ
ŽĨŚŝŐŚůĞǀĞůƐŽĨZK^͕ŽǀĞƌŽǆŝĚĂƟŽŶƚŽŝƌƌĞǀĞƌƐŝďůĞƐƵůĮŶŝĐĂĐŝĚĂŶĚƐƵůĨŽŶŝĐĂĐŝĚĐĂŶŽĐĐƵƌ;ƌĞĚĂƌƌŽǁͿ͘dŚĞŐƌĞĞŶĂƌƌŽǁƌĞƉƌĞƐĞŶƚƐ
ƚŚĞƉƌŽƚĞĐƟŽŶŽĨƚŚĞƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚĂŶĚƚŚĞƌĞĚĂƌƌŽǁƌĞƉƌĞƐĞŶƚƐƚŚĞŽǆŝĚĂƟŽŶŽĨƚŚĞƚŚŝŽůĂƚĞŽƌŽǀĞƌŽǆŝĚĂƟŽŶŽĨƚŚĞƐƵůĨĞŶŝĐĂĐŝĚ͘
Ϯϭϰ
ŚĂƉƚĞƌϵ
Ϯϭϱ
E
  ŽŶƚĂĐƚ͗нϯϮϰϳϵϵϯϴϱϬϲũĂĐƋƵĞƐ͘ƐŝůŬĞΛŐŵĂŝů͘ĐŽŵ

6LONH-DFTXHV
ĚĚƌĞƐƐ͗ ƌĞŵƚƐƚƌĂĂƚϰϯ   WŚŽŶĞEƵŵďĞƌ͗ нϯϮϰϳϵϵϯϴϱϬϲ
ϭϳϵϬĨĨůŝŐĞŵ    ͲŵĂŝů͗ ũĂĐƋƵĞƐ͘ƐŝůŬĞΛŐŵĂŝů͘ĐŽŵ
ĞůŐŝƵŵ    ĂƚĞŽĨŝƌƚŚ͗  ϲKĐƚŽďĞƌϭϵϴϳ
EĂƚŝŽŶĂůŝƚǇ͗ ĞůŐŝĂŶ

Z^Z,yWZ/E           
ϮϬϭϬդϮϬϭϱ WŚĨĞůůŽǁƐŚŝƉŝŶWůĂŶƚŝŽƚĞĐŚŶŽůŽŐǇΘ'ĞŶĞƚŝĐƐ  
:ŽŝŶƚWŚďĞƚǁĞĞŶ&ĂĐƵůƚǇŽĨ^ĐŝĞŶĐĞƐĂŶĚ&ĂĐƵůƚǇŽĨDĞĚŝĐŝŶĞ͕'ŚĞŶƚhŶŝǀĞƌƐŝƚǇ
 ͞ŵƵůƚŝͲĂŶŐůĞĚǀŝĞǁŽŶŽǆŝĚĂƚŝǀĞƐƚƌĞƐƐŝŶ͘ƚŚĂůŝĂŶĂ͗ĨŝůůŝŶŐƚŚĞŐĂƉƐΗ 
WƌŽŵŽƚĞƌƐ͗WƌŽĨ͘ƌ͘<ƌŝƐ'ĞǀĂĞƌƚs/ĚĞƉĂƌƚŵĞŶƚŽĨDĞĚŝĐĂůWƌŽƚĞŝŶZĞƐĞĂƌĐŚ͕
h'ĞŶƚWƌŽƚĞŽŵĞŶĂůǇƐŝƐ 
WƌŽĨ͘ ƌ͘ &ƌĂŶŬ sĂŶ ƌĞƵƐĞŐĞŵ Ͳ s/ ĚĞƉĂƌƚŵĞŶƚ ŽĨ WůĂŶƚ ^ǇƐƚĞŵƐ ŝŽůŽŐǇ͕
KǆŝĚĂƚŝǀĞ^ƚƌĞƐƐ^ŝŐŶĂůŝŶŐ>ĂďŽƌĂƚŽƌǇ
 WƌŽƚĞŽŵŝĐƐĞǆƉĞƌŝĞŶĐĞ͗
• 'ĞůͲĨƌĞĞƉƌŽƚĞŽŵŝĐƐ͗K&Z/͕ƐŚŽƚŐƵŶͲĂŶĂůǇƐŝƐ͕ƉŽƐƚͲŵĞƚĂďŽůŝĐůĂďĞůŝŶŐ
• ŚƌŽŵĂƚŽŐƌĂƉŚǇĞǆƉĞƌŝĞŶĐĞ͗ƌĞǀĞƌƐĞĚƉŚĂƐĞ,W>͕ŐŝůĞŶƚϭϮϬϬ͕^y
• >ĂƌŐĞƐĐĂůĞĚĂƚĂĂŶĂůǇƐŝƐ͗DĂƐĐŽƚ͕D^Ͳ>ŝŵƐ͕yĂůŝďƵƌ͕<ŶŝŵĞ͕DĂǆYƵĂŶƚ
• WƌŽĚƵĐƚŝŽŶĂŶĚƉƵƌŝĨŝĐĂƚŝŽŶŽĨƌĞĐŽŵďŝŶĂŶƚƉƌŽƚĞŝŶƐ͗ĞŶǌǇŵĂƚŝĐĂƐƐĂǇƐ
• ĞƐŝŐŶŝŶŐƐƉĞĐŝĨŝĐĞǆƚƌĂĐƚŝŽŶƉƌŽĐĞĚƵƌĞƐĨŽƌWdDƐƚƵĚŝĞƐŽĨƐƚƌĞƐƐĞĚƉůĂŶƚƐ

 DŽůĞĐƵůĂƌŝŽůŽŐǇƐŬŝůůƐ͗
• 'ĞŶĞƌĂů E ĂŶĚ ZE ƚĞĐŚŶŝƋƵĞƐ͗ 'ĂƚĞǁĂǇ ĐůŽŶŝŶŐ͕ ƐŝƚĞͲĚŝƌĞĐƚĞĚ
ŵƵƚĂŐĞŶĞƐŝƐ͕ ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ǀĞĐƚŽƌ ĐŽŶƐƚƌƵĐƚŝŽŶ͕ WZ͕ ƚƌĂŶƐĨŽƌŵĂƚŝŽŶ͕
EĂŶĚZEŝƐŽůĂƚŝŽŶ
• ŽŵƉůĞƚĞ ŽŵŝĐƐͲĐŚĂƌĂĐƚĞƌŝǌĂƚŝŽŶ ŽĨ ŽǆŝĚĂƚŝǀĞ ƐƚƌĞƐƐ ƌĞůĂƚĞĚ ĞǆƉĞƌŝŵĞŶƚƐ͗
ƉŚĞŶŽƚǇƉŝŶŐ͕ ƌŝďŽƐŽŵĞ ƉƌŽĨŝůŝŶŐ ͲĨƵůůǇ ŽƉƚŝŵŝǌĞĚ ĂŶĚ ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŽŵĞ ĂŶĂůǇƐŝƐ
ǀŝĂZEͲƐĞƋ͕ŵĞƚĂďŽůŽŵŝĐƐ 

 ŽĂĐŚŝŶŐ͗
• ^ƚƵĚĞŶƚƐƵƉĞƌǀŝƐŽƌŽĨϯƌĚĂĐŚĞůŽƌͲƐƚƵĚĞŶƚƐĂŶĚDĂƐƚĞƌͲƐƚƵĚĞŶƚƐ
• KƌĂůĞǆĂŵŝŶĞƌƉƌĂĐƚŝĐĂůĐŽƵƌƐĞƐͬ:ƵƌǇŵĞŵďĞƌƐƚƵĚĞŶƚĚŝƐƐĞƌƚĂƚŝŽŶ 

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